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UBER DEN EINFLUSS DER DUODENALEN ALKALL 
ZUFUHR AUF DIE MAGENSEKRETION. 


Von 
TOSHITANE MATSUYAMA. 


(Aus der medizinischen Kini von Prof. Ryikichi Inada, 
Univorsitét zu Toyo.) 


(Eingegengen am 1. Juli 1924.) 


An Hunden haben Lonnqvist (1906), Sawitsch und Zel- 
jony (1913) u. a. experimentell festgestellt, dass Soda (0,5-1,5 
Proz. Lésung) von der Oberfliche des Pylorus aus die Magen- 
drisen zur Arbeit anregt, wihrend es von der Oberfliche des 
ZAwolffingerdarmes aus hemmend auf sie einwirkt. Im Hinklang 
damit fand Pimenow (1907) beim Versuche an einem Hunde 
mit Kleinmagen, dass bei Einfthrung der Sodalosung vor dem 
Fressen die Scda auf die Magensekretion einen hemmenden 
Einfluss hat, wahrend sie bei ihrer Einfthrung zusammen mit der 
Nahrung die Absonderung erhoht. Andererseits gibt es auch 
Autoren, welche nach klinischer Erfabrung behaupten, dass das 
Natron nur beim hyperaziden Menschen auf kurze Zeit wirkt, 
wenn es in den verdauenden Magen gegeben wird, und dann die 
Beschwerden meist von neuem auftreten, wahrend man mit klei- 
neren Dosen auskommt und eine nachhaltigere Wirkung hat, wenn 
es einige Zeit vor der Mahlzeit in den ntichternen Magen verord- 
net wird. Jedenfalls scheint heutzutage die Meinung zu herrschen, 
dass das Natriumbikazbonat auch b2im Menschen vom Magen 
aus auf die Magensekretion steigernd und vom Duodenum aus 
hemmend wirkt. Aber die Resultate der Untersuchungen, welche 
von vielen Autoren itiber die Wirkungsweise des per o3 gegebenen 
Mittels auf die Magensekretion ausgefiihrt wurden, stimmen nicht 
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tiberein und sprechan sozgar sehr hiufig gegen die eben erwahnto 
Ansicht. Es gibt namlich viele Autoren (Linossier und Le- 
moine (1893), Mathieu und Hallot (1894), Montagnon 
(1898) ), welche gefunden haben, dass das vor der Mahlzeit 
verabreichte Natron cher steigernd auf die Magenseckretion gewirkt 
hat. Auf der anderen S2ite konnt2 Reichmann (1895) weder 
durch kleine noch durch grosse Natrongaben, sowohl vor der 
Mahlzeit, wie wihrend der Verdauung verabreicht, eine andere 
als einfach neutralisierende Wirkung des Alkalisalzes konstatieren. 
In jingster Zeit hat Kawashima (1923) an hyperaziden Kranken 
gefimden, dass 2-3 g Bikarbonat keine nennenswerte herabsetzende 
Wirkung auf die Magensekretion austibt, indem das 1/2-1 Stunde 
vor der Mahlzeit gegebene Mittel gar nicht und das direkt nach 
dem Essen verabreichte unt unbedeutend die Aziditaét des Magen- 
inhaltes herabsetzt, wiihrend bei einer 1/2 Stunde nach der 
Mahlzeit vorgenommenen Alkalizufuhr in den meisten Fallen eine 
vorubergehende Azidititsabuahme zustande kommt, welcher aber 
in einem Drittel der Valle in der Nachperiode ein Anstieg der 
Aziditat folgt. Beim Gebrauch einer grésseren Dose Bikarbonat 
(5,0) tritt die Sekretionsabnahme deutlicher in die Erscheinung, 
indem das 1/2 Stunde nach dem Essen gegebene Mittel fast in 
simtlichen Fallen eine deutliche und sogar bis zum Ende der 
Verdaung fortdauernde Hemmung auf dis Magensekretion austbt, 
wihrend eine solche Wirkung zumeist vermisst wird, wenn das 
Bikarbonat 1/2 oder 1 Stunde vor der Mahlzeit verordnet wird. 
Bei solcher Sachlage muss gefragt werden, ob die Wirkung des 
Alkali auf die Magensekretion in der Tat auch beim Menschen wie 
beim Hunde sich verhaélt. tr diese Frage muss die Untersuchung 
uber die Wirkung des direkt ins Daodsnum eingefithrten Natrium- 
bikarbonates auf die Magensekretion eine entscheidende Bedeutung 
haben. Weil meines Wissene eine solehe Untersuchung bis jetzt 
noch fehlt, so habe ich die Frage auf Veranlassung und unter der 
Leitung von Proff. R. Inada und K. Sakaguchi aufgenommen. 


Alkalizufuhr und Magensekretion. 


I. Der KINFLUSS DES DIREKT yOR DER MANLZEIT 
DUODENAL ZUGEFUHRTEN ALKALIS AUF DIE 


MAGENSEK RETION. 
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Bei dieser Untersuchung habe ich in Kontrollversuchen den 


Versuchspersonen das Probefrithstiick verabreicht und nach einer 
Stunde die Aziditét des ausgeheberten Mageninhaltes bestimmt, 
wihrend in den Hauptversuchen 1-5 
ecm Wasser geldst direkt vor dem Probefrihsttick duodenal 
zugefthrt wurden. 


TABELLE I. 


Versuche mit duodenaler Zufuhr von 2 g Natriumbikarbonat. 


Natriumbikarbonat in 50 
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Aus der Tabelle I kann man ersehen, dass die Zufuhr von 
2 g Bikarbonat ins Duodenum keine deutliche Herabsetzung der 
Aziditit nach sich zieht. Heir wurde die Abnahme des Siiure- 
grades bei zehn Versuchen in sieben Fallen nur viermal ge- 
funden, waihrend in den tbrigen sechs Versuchen die Aziditiit 
nach der Alkalizufuhr fast gleich oder oft hdher ausfiel als bei 
Kontrollversuchen. Hingegen bei Zufuhr von 5 g Bikarbonat 
war, wie die Tabelle II zeigt, die Azidititsabnahme deutlicher, 
so dass der Sdiuregrad bei 15 Versuchen in 9 Fallen zwoélfmal 
nach der Alkalizufuhr gegen die Kontrollversuche mehr oder 
minder herabgesetzt gefunden wurde. Dabei wurde die Abnahme 
tuber 10 elfmal getroffen und zwar war sie bei zwei Versuchen 
im Fall VII sehr auffallend, so dass die Abnahme der Gesamt- 
aziditit und der freien Salzsiure 55,4 und 48,0 resp. 39,6 und 
27,1 betrug. Bei dieser Sachlage liegt der Gedanke nahe, dass 
das direkt vor der Mahlzeit duodenal zugefthrte Alkali auch 
beim Menschen auf die Magensekretion herabsetzend einwirkt, 
obwohl die hemmende Wirkung von der Alkalimenge abhangt, 
so dass sie bei Zufuhr von 2 g Bikarbonat nur undeutlich und 
erst beim Gebrauche von 5 ¢ in auffallender Weise zum Vor- 
schein kommt. 

Um zu wissen, ob dieser Unterschied von der Alkalimenge 
oder von der Konzentration der zugeftthrten Alkalilosung abhangt, 
habe ich zaniichst die Untersuchung mit 20 cem von 10 Proz. 
Bikarbonatlésung wiederholt. Hier ist die MKonzentration der 
Alkalilésung gleich, aber die Alkalimenge (2 g) kleiner als bei 
den in der Tabelle IL angegebenen Versuchen. 

Im Falle 1 der Tabelle III beobachtete man beim Versuche mit 
Alkalizufuhr eine starke Abnahme der freien Salziure, obwohl die 
Gesamtaziditét dabei nur eine geringfigige Verminderung zeigte. 
Wie unten genauer geschildert wird, beruhte wohl diese Erschei- 
nung wesentlich auf dem [iickfluss de: duodenal zugefuhrten 
Alkalilésung in den Magen uad nicht auf der Herabsetzung 
der Siuresekretion. In den Fallen 2 und 3 wurde bei Alkalizufuhr 
eine deutliche Avxiditiitsabnahme vermisst; die dort beobachtete 
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TABELLE IIL 


Unter- = : Versuch mit 
suchungs- ios = oF duodensler Unterschiod 
nummer MOREE O Alkalizafuhr 
1 Gosamtoazid. 32,4. :5,8 —6,6 
froio HCl 19,8 0 —19,8 
2 Gesamtazid. §2,9 80,4 — 2,2 
froie HCL (See 64,4 —2,8 
3 Gesamtazid. 67,0 59,2 —7,8 
freio HCl 57,0 48,6 — 8,4 
4 Gosamtazid. 45.0 55,0 +10,0 
frele HCl 30,0 44 0 + 14,0 


leichte Abnahme bleibt innerhalb der physiologischen Variations- 
breite und hat keine Bedeutung. Im Falle 4 wurden beim 
Alkaliversuche cher etwas hdhere Sdurewerte gefunden. Kurz, in 
dieser Versuchsanordnung war die die Magensekretion herab- 
setzende Wirkung des Alkalis nicht auffallend. 


IJ. VERSUCHE MIT DER EINE ODER ZWEI STUNDEN 
VOR DER MAHLZEIT VORGENOMMENEN 
DUODENALEN ALKALIZUFUHR. 


Weil bei Versuchen von Fimenow an Hunden, wo dic 
Sodalosung in den grozsen Magen eingegossen wurde, der hem- 
mende Einfluss besonders dann deutlich war, wenn die Alkalizufuhr 
i; oder 2 Stunden vor der Fiitterang vorgenommen wurde, so 
muss auch bei unseren Untersuchungen gefragt werden, wann 
die hemmende Wirkung des ins Duodenum eingefiihrten Alkalis 
am stairksten in die Erscheinung tritt. Um dieser Frage niher zu 
kommen und zugleich die Wirkungsdauer des duodenal zugefiihr- 
ten Alkalis kennen zu lernen, habe ich in den folgenden Versuchen 
5 g Bikarbonat in 50 com Wasser gelést eine resp. zwei Stunden 
vor dem Probefrihsttick ins Doudenum eingegossen und dessen 
Einfluss auf die Magensekretion unte-sucht. 

Die Tabelle zeigt, dass die Magenaziditit bei der eine oder 
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Unter- Zoit der . 7 
suchungs- daodanulen Hine Stunde vor Zwei Stunden vor 
nummor Mlenlinapane dem. Frtihsttick dem Fiiihstiick 

ae rem 

4d A's ae a 
g E a 2 Untor- eg = B= Unter- 

a x a ; ae aN 
3 2 a3 schied S @ ae schicd 

>a >< 
: Gesamtazid. €0,8 37,5 — 23,3 60,8 72,8 +120 
freie HCl 45,2 21,6. | —23,6| 45,2 54,5 49,3 
Z Gesamtazid. 22,6 23,3 + 0,7 22,6 33,3 + 10,7 
froico HCl 12,6 1,0 —116 12.6 13,6 SET ED 
f Gesamtazid 590 55,0 —4,0 59,0 57,0 —2:0 
freie HCl 46,6 39,0 —7,6 46,6 42,8 = 
: Gesamtazid. 8955 720 — 17,5 89,5 59,0 =30,5 
freie HCl 70,0 59:0) |) 11.05) “700 42.0 | —28.0 
3 Gosamtazid 54,0 56,0 + 2,0 540 52,8 —1,2 
froie HCl 41,0 45,9 +4,0 41,0 39,4 —1,6 
Gesamtazid. 38,6 26,6 — 12,0 38,6 28,0 - 10,6 

6 
frein HCl 25,6 17,2 —8,4 | 25,6 16,8 —8,8 
Gosamtazid. 21,0 33,6 +12,6 21,0 44.8 + 23,8 
tf 

froie HCl 12,0 24,2 +12,2 12,0 28,9 +15,2 


zwei Stunden vor der Mahlz2it vorgenommen Alkalizufahr nicht 
so deutlich herabsinkt, wie bei den vorangehenden Versuchen, wo 
gleiche Menzen Alkali direkt vor dem Probefriihstick verabreicht 


wurde. 


Hiecraus muss man schliessen, dass die Sekretionshemmung 


beim Menschen bald nach der Eingiessung der Alkalilosung in 
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die Erscheinung tritt und nur eine kurze Zeit fortdauert, so dass 
die Wirkung schon nach einer Stunde undeutlich wird. 

Die oben erwiihnte 'T'atsache, dass die ducdenale Alkalizufuhr in 
Wirklichkeit die Magensekretion herabsetzt, und dass diese Erschei- 
nung aber erst dann in die Erscheinung tritt, wenn das Alkali in 
geniigender Dose und zwar direkt vor der Mahlzeit gegeben wird, 
gibt eine wichtige theoretische Grundlage fir die Gebrauchsweise 
des Alkalis am Krankenbette. Wenn man also Natriumbikarbonat 
nicht einfach zur Neutralisierung der Magensdure, sondern zur 
Hemmung ihrer Sekretion verordnen will, so muss man das 
Mittel in grosser Dose, wenigstens mehrere Gramm auf einmal, 
kurz vor der Mahlzeit geben. 


III. RwvcKrFLuss DER INS DUODENUM EINGEGOSSENEN 
ALKALILOSUNG IN DEN MAGEN. 


Durch meine oben auseinander gesetzten Untersuchungen 
wurde zunachst festzestellt, dass das duodenal u.z. direkt vor 
dem Essen zugeftthrte Alkali die Aziditaét des Mageninhaltes sehr 
hiufig herabsetzt. Damit ist aber noch nicht erwiesen, dass diese 
Abnahme wesentlich dadurch zustande kommt, dass das Alkali 
von der Oberfliiche des Zwolffingerdarmes auf die Magensekretion 
hemmend eingewirkt hat. Weil die alkalische Flissigkeit einen 
Schlussreflex des Pylorus nicht zur Folge hat, so ist es auch 
moglich, dass bei der duodenalen Zufuhr des Alkalis ein Teil 
davon in den Magen zurickfliesst und so die Magensiure teilweise 
neutralisiert wird. Daftr spricht die Erscheinung, dass in einigen 
Versuchen (Tabelle III, Fall 1 und Tabelle IV, Fall 1, 13. u. 18. 
XI.) bei Alkalizufuhr nur die freie Salzsiure stark herabsank, 
waihrend die Abnahme der Gesamtaziditit dabei ganz unbedeutend 
war. Wie bekannt reagiert die Bikarbonatlésung auf Kongorot 
stirker alkalisch als auf Phenolphthalein, und die Kohlensiure 
auf letzteres sauer, aber nicht auf ersteres. Wenn man den 
Magensaft mit Natriumbikarbonat teilweise neutralisiert, so bleibt 
die dabi frei gewordene Kohlensiure teilweise in der Flussigkeit 
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TABELLE V. 


Zeit der duodenalen Alkalizufuhr 
direkt vor dem eine Stunde vor 
Friihstiick dem Frihstiick 
a iol U 1 t 
1 wo adisdis et ices 
gas Fee ee oe eer ey eae 
B23 8 9 BF gS achicd E 3 gage schied 
BA = a ee = ils gaia aa Ned 
Gasamtazid 21,0 10,6 —10,4 
freie HOl 12,0 3,4 —8,6 
Es Gesamtchlor(%) | 0,20 0,18 | —0,02 
(fiir n/10 HCl 
umgerechnet ccm) (—5,9) 
Gesamtazid. 23,8 11,2 —17,6 
freie HCl 18,8 4,4 —14,4 
a Gesamtchlor(%) 0,24 0,19 —0:05 
(fiir n/10 HCl 
umgerechnot ccm) (—14,1) 
Gesamtazid. 38,6 | 124 |,—262| 386 | 266 | —120 
freie HCl 25,6 68 —18,8 | 23,6 17,2 —8,4 
B | Gesamtchion%) | 029 | 0,17|/ —0,2 0,29] 0,24 0,05 
(fir n/10 HCl 
umgerechnet ccm) (—33,9) (—14,1) 
Gesamtazid. 39,6 12,4 — 27,2 
freie HCl 27 2 7,6 —19,6 
a Gesamtchlor(%) 0,29} 0,21 0,08 
(fiir n/10 HCl ; 
umgorechnet ccm) (—£2.5, 


gelost und hieraus folgt, dass der Gehalt der freien Salzsdure 
dabei bedeutend, die Gesamtaziditit aber nur in geringerem 
Grade herabsinkt. 

Weil aber eine solche Erscheinung bei meinen zahlreichen 
Untersuchungen nur selten beobachtet wurde, so liegt der Gedanke 
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nahe, dass der Rtckfluss der ins Duodenum eingegcssenen Alka- 
lilésung fir die Abnahme der Magenaziditét keine grosse Rolle 
spielt. Um sicherzustellen, wie die Sache in Wirklichkeit liegt, 
habe ich in folgenden Versuchen den Einfluss der Alkalizufuhr 
auf den Chlorgehalt wie die Aziditit des Mageninhaltes untersucht. 
Bei Verminderung der Magensekretion missen der Chlorgebalt, 
die Gesamtaziditéit und freie Salzsiiure parallel heruntergehen, 
wiihrend beim Riickfluss der duodenal zugeftthrten Bikarbonatlosung 
die freie Calzsiure sehr auffallend, dio Gesamtaziditaét aber und 
der Chlcrgehalt nur in gezingerem Grade dadurch beeinflusst 
werden mussen. Als Untersuchungsmaterial habe ich hier nur 
solche Fille gewahlt, in denen die duodenale Alkalizufuhr auf die 
Magensekretion deutlich herabsetzend wirkte. 

Aus der ‘abelle V ersieht man, dass die Gesamtaziditaét und 
der Chlorgehalt in allen meinen Alkaliversuchen mit der freien 
Salzsiure zusammen fast in Parallele herunterging, was darauf 
hindeutet, dass dis Magensekretion in diesen Fallen in Wirklich- 
keit abnahm. 

Hier sei erwadhnt, dass die oben erwahnte inkongruente 
Abnahbme der Gesamtaziditét und der freien Salzsiure nur im 
Falle 1 und hier ziemlich hiufig zustande kam, wéhrend eine 
solche Erscheinung bei anderen Fallen vermisst wurde. Es scheint 
also, dass die Ne’gung zum Rickfluss individuell ungleich ist. 


IV. Wt wirnD DIE MAGENSEKRETION DURCH 
DAS DUODENAL ZUGEFUHRTE ALKALI 
GEHEMMT ? 


Durch meine oben erwihnten Versuche wurde szuniichst 
festgestellt, dass die Magensekretion nach der duodenalen Alkali- 
zafuhr sehr hiufig abnimmt, wihrend eine solche Erscheinunz bei 
rektaler Alkalizufuhr, wie ich (1924) in vorangehender Arbeit 
mitteilte, gewOhnlich vermisst wird. Dieser Unterschied kénnte 
wohl darauf bsruhen, dass die Resorption des Aikalis im Zwélftin- 
gerdarme rascher von statten geht als im Dickdarme und so die 
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Alkaleszenz des Blutes, folglich auch dia Magensiurebildung, 
dort stirker als hier beeinflusst wird, oder dass der reflektorische 
Hemmungsimpuls yon der Duodenalschleimhaut aus durch Alkali 
stiirker ausgelést wird als von der Dickdarmschleimhaut aus. 

Um zuerst zu wissen, wie stark das in das Blut resorbierte 
Alkali auf die Absonderung der Magensiiure hemmed einwirkt, 
habe ich in den folgenden Versuchen direkt vor der Aufnahme des 
Probefrihstiickes 50 cem von 10 Proz. Bikarbonatlosung intravenos 
injiziert und deren Einfluss auf die Magensekretion untersucht. 
In einigen Versuchen habe ich zugleich das Kohlensiurebindungs- 
vermogen des Blutplasmas, einmal direkt vor der Alkalizufuhr 
und ein anderes Mal 1/2 Stunde nach der Aufnahme des Probe~- 
fruhstiickes, nach Van Slyke bestimmt. 

Aus der T'abelle VI ersieht man, dass die Magensekretion durch 
die intravendse Alkalizufuhr zumeist nicht deutlich herabgesetzt 
wird. Wenn im Fall 3 auch beim Alkaliversuche die Magenazi- 
ditét ziemlich deutlich niedriger als beim Kontrollversuche ge- 
funden wurde, so kann man diesen Unterschied nicht ohne weiteres 
als die Wirkung der Alkaliinjektion betrachten, weil das Kohlen- 
siurebindungsvermégen an diesem ‘Tage schon vor der Alkalizufuhr 
durch eine unbekannte Ursache gesteigert war. Das Kohlensiure- 
bindungsvermégen steigt auch in Kontrollversuchen nach der Auf- 
nahme des Probefrthstiickes ein wenig an, uber eine halbe Stunde 
nach der Alkalizufuhr beobachtet man in der Mehrzahl der Fille 
keinen besonderen Einfluss. Es gibt aber auch Fille, wo das 
Kohlensdurebindungsvermégen in einer halben Stunde nach der 
Alkalinjektion einen deutlichen Anstieg zeigt. Weil es keinem 
Aweitel unterliegt dass das Kohlensiiurebindangsvermégen im Mo- 
mente der intravendsen Alkalizufuhr deutlich ansteigt, so muss man 
aus diesem Befunde annehmen, dass das in den Kreislauf gelangende 
uberschtssige Alkali zumeist in kurzer Zeit aus dem Blute besei- 
tigt und wahrscheinlich im Gewebe zuriickgehalten wird. Hier sei 
besonders bemerkt, dass zwischen dem Anstieg des Kohlensiiure- 
bindungsvermégeus nach der Alkalizufuhr und der Herabsetzung 
der Magenaziditit kein direkter Parallelismus bestaht. Z%. B. in 
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Untersuchungsnummer 5 und 6 stieg das Kohlensiurebindungs- 
vermdgen nach der Alkalizufuhr sehr deutlich an, aber die Aziditat 
des Mageninhaltes wurde dadurch gar nicht beeinflusst. 

Zuniichst habe ich an Hunden mit einem isolierten kleinen 
Magen den Einfluss der intravendsen Alkalizufuhr auf die Magen- 
sekretion untersucht. Hier wurden als Probekost 100g rohes 
Pferdefeeisch gegeben und danach halbstimdlich der von dem 
kleinen Magen herausfliessende Magensaft gesammelt und die 
Menge wie die Aziditidt bestimmt. In den Hauptversuchen 
wurden 5-10 ccm von 10 Proz. Bikarbonatlésung direkt vor der 
Nahrungsaufnahme intravends injiziert und Einfluss auf die Sekre- 
tionsmenge wie den Séuregrad des Magensaftes untersucht. 

Wie die Tabelle VII zeigt, wurden die Sekretionsmenge und die 
Aziditit des Magensaftes nicht immer, aber oft nach der intra- 
venosen Alkalizufuhr deutlich kleiner als bei den Kontrollversuchen 
gefunden. Obwohl der Einfluss des intravenés zugefuhrten Alkalis 
auf die Magensekretion beim Hunde etwas auffallender war als beim 
Menschen, so will ich doch daraus nicht den Schluss ziehen, dass 
das in das Blut eingetretene Alkali beim Hunde starker sekre- 
tionshemmend wirkt als beim Menschen, weil die Sekretionsab- 
nahme nur beim Versuchshunde Nr. 3 gesehen wurde und dieses 
Tier gerade ein Hund war, welcher bei den in vorangehender 
Arbeit mitgeteilten Versuchen mit rektaler Alkalizufuhr hiiufig 
eine nachweisbare Abnahme der Magensekretion zeigte, wihrend 
bei anderen Hunden eine solche Erscheinung fast stets vermisst 
wurde, so dass angenommen wurde, dass dieser Hund besonders 
gegen Alkali empfindlicher als andere ist. 

Nach meinen oben auseinander gesetzten Versuchen am Men- 
schen wie an Hunden ist es wahrscheinlich, dass das Alkali nach 
der Resorption im Blute auch gewissermassen auf dic Magen- 
sekretion hemmend einwirken kann. Aber man kann die Abnahme 
der Magensekretion, welche beim Eingiessen der Alkalilésung ins 
Daodenum sehr hiiufig zustande kommt, nicht ohne weiteres mit 
der Wirkung des resorbierten Alkalis erkliren, weil die intravendse 
Zufuhr von 5 g Natriumbikarbonat gewdhnlich keine deutliche 
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Verminderang der Magensekretion verursachte. Hier muss man also 
annehmen, dass das Alkali auch direkt von der Duodenalschleim- 
haut aus auf die Magenszkretion hemmend einwirkt. Auf den 
ersten Blick kénnte wohl das letzte Moment hier eine gréssere 
Rolle spielen als das erstere. Aber mit diesem Schluss muss 
man sehr vorsichtig sein. Weil das in den Kreislauf gelangende 
Alkali, wie das Verhalten des Kohlensiurebindunesvermégens 
bei intravendser Alkalizufuhr zeigt, bald aus dem Blutebeseitigt 
wird, so liegt der Gedanke nahe, dass die hemmende Wirkung 
~ des intravends zugefthrten Alkalis auf dio Magensekretion auch 
von kurzer Dauer ist. Dagegen tritt bei der duodenalen Zufuhr 
das Alkali nicht auf einmal, wie bei der intravendsen Injektion, 
sondern allmdhlich in die Blutbahn ein, woraus folgt, dass die 
Alkalizitaét des Blutes und die Magensekretion dort eine lingere 
Zeit als hier dadurch beeinflusst werden. Unter diesen Umstinden 
ist es auch nicht unmoglich, dass die Sekretionshemmung durch 
resorbiertes Alkali bei der duodenalen Zufubr insgesamt stirker 
ausfallt als bei der intravendsen Injektion. Welches von beiden, 
nimlich die Zunahme der Blutalkaleszenz durch das resorbierte 
Alkali oder die direkte Wirkung des Alkalis auf die Duodenal- 
schleimhaut, fir die Sekretionsabnahme bei der duodenalen 
Bikarbonatzufuhr eine wichtigere Rolle spielt, lasst sich schwer 
entscheiden. Diese Frage lasse ich vorliufig dahingestellt. 


V. ‘FRAKTIONIERTE UNTERSUCHUNG DES MAGENINHALTES 
BEI DUODENALER ALKALIZUFUHR. 


In den oben erwihnten Versuchen am Menschen wurde der 
Mageninhalt stets eine Stunde nach dem Probefrihsttick und nur 
einmal untersucht. Weil meine Untersuchung aber zeigte, dass 
die Alkaliwirkung atf die Magensekretion von kurzer Dauer ist, 
so wollte ich hier durch fraktionierte Untersuchung des Magenin 
haltes die Veriinderung der Sekretionskurve etwas genauer kennen 
lernen. Dazu nabe ich den Mageninhalt nach Verabreichung des 
Probefriihstiicks mit einem Rehfussschen Apparate mit kleinen In- 
tervallen wiederholt untersucht. Bei nen Alkaliversuchen wurde eine 
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gleiche Menge Bikarbonat wie bei den vorangehenden Versuchen, 
also 50cem von 10 Proz. Lésung, direkt vor dem Essen ins Duodenum 
durch die Daodenalpumpe eingegossen. Weil es mir leicht méglich 
schien, dass die Einftihrung der Duodenalpumpe vor dem Essen 
irgendwie appetitstOrend und folglich auch sekretionshemmend 
wirkt, so habe ich in einigen Fallen als dritte Reihe von Versuchen 
statt Alkalilosung eine gleiche Menge (50 ccm) lauwarmes Wasser 
duodenal zugefithrt. Bei diesen Untersuchungen habe ich ab und 
zu bemerkt, dass der herausgeholte Magensaft wegen des Riick- 
flusses des Duodenalinhaltes gelblich gefirbt war. Wo ich in 
der folgenden Tabelle in Klammern gelb geschrieben habe, handelt 
es sich um einen solchen Riickfluss. Im Falle, wo die freie Salz- 
sdure negativ ausfiel, habe ich bestimmt, wie viel Zehntel Sdure 
zu ihrer Neutralisierung notig ist und diese Zahl ist auch in 
Klammern angegeben. 

Aus der Tabelle VIII ersieht man, dass die Aziditat des Magenin- 
haltes bei Versuchen mit duodenaler Wasserzufubr im grossen und 
ganzen etwas niedriger auszufallen scheint als bei den Kontrollver- 
suchen, ohne dass aber ein deutlicher Unterschied zwischen beiden 
beobachtet wird. In den vorliegenden Versuchen war es sehr auffal- 
lend, dass der Riickfluss des Duodenalinhaltes sehr hiufig und 
oft ziemlich stark bald nach der EHingiessung der Alkalilésung 
zustande kam, so dass in einer Halfte meiner ;Untersuchungsfalle 
die freie Salzsiure bei Versuchen mit der Alkalizufuhr durch die 
ganze erste Stunde bei wiederholten Untersuchungen stets negativ 
und sogar oft gegen Kongorot stark alkalisch gefunden wurde, 
was sicher auf den Rickfluss der ins Duodenum eingefuhrten 
Alkalilésung in den Magen zurickzufithren ist. Bei Versuchen, 
wo der Mageninhalt eine Stunde nach dem Probefrthsttck nur 
einmal ausgehebert wurde, gehdrie totaler Schwund der freien 
Salysiure zu seltenen Ausnahmen. Es scheint mir also, als ob der 
Riickfluss der duodenal eingegossenen Alkalilésung in den Magen 
bei Versuchen mit den Rehfusschem Apparate weit hdufiger vor- 
kommt, als bei Versuchen mit e‘nmaliger Ausheberung. Wenn man 
in der anderen Hialfte meiner Untersuchungsfiille, bei denen die 
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Magenawiditiét nicht auffallend durch den Riickfluss des Duodenal- 
inhaltes beeinflusst wurde, ded Befund bei den Alkaliversuchen 
mit dem der Kontroll- und Wasserversuche in Vergleich stellt, so 
beobachtet man im grossen und ganzen, dass der Saéuregehalt dort 
etwas niedriger als hier ist. Weil der Ruckfluss der Alkalilosung 
auch in den Fillen mit einem miissigen Siuregehalt méglich ist, 
wie es bei Nr. 7 der Fall ist, so ist es nicht leicht, den sekre- 
tionshemmenden Einfluss des ins Dacdenum zugefthrten Alkalis 
richtig zu beurteilen. Jedentfalls muss man nach den vorliegenden 
Untersuchungsresultaten anuehmen, dass die die Magensekretion 
hemmende Wirkung des Alkalis vom Daodenum aus beim Menschen 
nicht immer so auffallend ist, wie Pimenow dies am Hunde 
beobachtet hat. 


VI. EINFLUSS DER SUBKUTANEN ALKALIZUFUHR 
AUF DIE MAGENSEKRETION. 


Weil das Natriumbikarbonat bei der Sterilisation sehr leicht 
dureh Entweichung der Kohlensiure teilweise in Karbonat tibergeht 
und die subkutan eingefthrte Karbonatlésung heftigen Schmerz 
ja sogar oft Gewebsnekrose verursacht, so glaubt man im all- 
gemeinen, dass die subkutane Injektion der Bikarbonatlésung in 
klinischer Hinsicht, und zwar ftir die Behandlung der Hypersekre- 
tion, von keiner Bedeutung ist. Neulich hat S. Saito aber 
mitgeteilt, dass er an einem Hunde mit einem kleinen Magen 
experimentell nachweisen konnte, dass die Magensekretion durch 
subkatane Injektion yon 20cecm 5 Proz. Bikarbonatlésung be- 
deutend herabgesetzt wird und die hemmende Wirkung wber vier 
Stunden fortdauert. Er schliesst daraus, dass subkutane Injektion 
der Bikarbonatlosung ftir die Behandlung der Magengeschwiire, 
u. z bei Blutung, anwendbar sei. Dem kann ich mich aber 
nicht ohne weiteres anschliessen, weil meine Erfahrung, dass ich 
bei meinen Untersuchungen mit intravendzer Alkalizufuhr hiufig 
eine sichere Hemmung der Magensekretion vermisste, mich auf den 
Gedanken brachte, dass die vonihm beobachtete Sekretionshemmung 
nicht die Folge des resorbierten Alkalis sei. Es ist eine all- 
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bekannte Tatsache, dass die Magensckretion bei der Nahrungs- 
aufnahme yzuerst durch psychischen Einfluss und dann durch die 
chemische Wirkung der Nahrungsbestandteile wie ihrer Spaltungs- 
produkte hervorgerufen wird. Weil die psychische Sekretion durch 
ein unangenehmes Geftihl wie Schmerz deutlich gehemmt wird und 
dic subkutane Injektion von der Bikarbonatlosung sicher cinen 
Schmerz hinterlisst, so muss man dieses Moment nicht ausser 
acht lassen. Um dieser Frage niher zu kommen, habe ich 
folgende Versuche an Hunden mit kleinem Magen ausgefithrt. 
Hier wurden den Versuchstieren 100 g rohes Pferdfleisch nach 24- 
stundiger rist gegeben und der aus dem kleinen Magen heraus- 
fliessende Mazensaft halbstiindlich 5 Stunden lang untersucht, 
indem 20cem 5 Proz. Bikarbonatlosung einmal direkt vor der 
Nahrungsaufnahme und ein anderes Mal mehrere Minuten danach 
subkutan injiziert wurden. Diese Versuchsanordnung wurde von 
dem folgenden Gedankengang geleitet. Wenn die Sekretions- 
hemmung, welche bei subkutaner Injektion der Bikarbonatlésung 
zustande kommt, durch das resorbierte Alkali bedingt wird, so 
muss das Untersuchungsresultat unabhingig von der Injektionszeit 
fist gleich ausfallen, weil das subkutan eingeftthrte Alkali nur 
langsam resorbiert wird. Wenn die hemmende Wivkung dagegen 
wesentlich auf dem durch Bikarbonatinjektion herbeigeftihrten 
Schmerz beruht, so lisst sich daraus folgern, dass die hemmende 
Wirkung durch den Zeitpunkt der Injektion stairker beeinflusst 
werden wird. Bekanntlich wird der M2gensaft bei der Nahrungs- 
aufnahme in ersier Phase durch den psychischen Hinfluss und in 
zweiter Phase durch den chemischen Reiz abgesondert. Bei sub- 
kutaner Bikarbonatinjektion vor der Fleischaufnabme ist es sehr 
wohl méglich, diss die erste Phase der Magensekretion dadurch 
wegen des Schmerzes von Anfang an deutlici gehemmt wird, 
svyiihrend es nicht der Fall ist, wenn die Injektion mehrere Minuten 
nach der Beendigung der Nahrangsaufnahme ausgefthrt wird. Hier 
muss die psychische Sekretion schon vor der Injektion wie in der 
Norm kriiftig angefangen haben und infolgedessen die erste Phase 
der Sekretion grésser als dort ausfallen. Es ist auch cine bekannte 
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TABELLE 
Versuche mit subkutaner Alkalizufuhr 
Zeit der Injektion Nach der Nahrungsaufnabme 
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Tatsache, dass die zweite Phase der Sekretion durch die erste 
deutlich beeinflusst wird, weil die Bildung der stark sekretorisch 
wirkenden Verdauungsprodukte von der Stiirke der letzteren ab- 
hiingt. Daraus folgt, dass die Absonderung des Magensaftes in 
solchem Falle durch den ganzen Verlauf vermindert gefunden 
wird. Meine Untersuchungsresultate sind in der Tabelle IX 
mitgeteilt. 

Aus der Tabelle IX ersicht man, dass die nach Nahrungszufuhr 
yorgenommene subkutane Injektion der Bikarbonatlésung bei beiden 
Versuchstieren keine Hemmung auf die Magenabsonderung ausubte, 
wihrend dieser Einfluss beim Hunde Nr. 8 sehr auffallend in die 
Erscheinung trat, als die Injektion vor der Nahrungsaufnahme 
ausgeftthrt wurde. In letzterem Falle wurde die Sekretionsmenge 
wie der Siiuregehalt bedeutend kleiner gefunden als bei den Kontroll- 
versuchen. Beim Hunde Nr. 5 wurde aber eine solehe Erscheinung 
vermisst. Aus dem Grunde, den ich oben genau darlegte, muss 
ich bei diesem Befunde schliessen, dass die nicht immer vorkom- 
mende Sekretionsheommung, welche durch die subkutane Injektion 
der Bikarbonatlosung verursacht wird, nicht die Wirkung des 
resorbierten Alkalis ist und ein wesentliches dtiologisches Moment 
davon héchst wabrscheinlich das Schmerzzeftthl ist. Aus dieser 
Erscheinung k6nnte man wohl den allgemeinen Schluss ziehen, 
dass ein psychisch sekretionshemmendes Moment einen grossen 
Einfluss auf die Verdauung ausiiben kann, wenn es vor der 
Nahrungsaufuahme sich einstelit, wihrend es beim Auftreten 
nach dem Essen nur von undeutlicher Wirkung ist. Zunichst 
scheint es mir besonders interessant, dass die Sekretionshemmung 
auch bei diesen Versuchen nur beim Hunde Nr. 3, wo die 
Magensekretion gegen Alkali empfindlich reagierte, zustande kam. 
Hier muss man annehmen, dass die Beeinflussbavkeit der Magen- 
sekretion durch dussere [infliisse individuell verschieden ist. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Das ins Duodenum eingefithrts Alkali wirkt auch beim 
Menschen auf die Magenaziditaét herabsetzend. Seine hemmende 
Wirkung hangt aber von der Alkalimenge wie von der Zeit seiner 
Zufuby ab. Wenn man 5 g Natriumbikarbonat als 10 proz. Lésung 
direkt vor der Verabreichung des Probefrihstiickes ins Duodenum 
eingiesst und eine Stunde danach den Mageninhalt aushebert, so 
findet man, Gass seine Aziditét bei Alkaliversuchen sehr hiufig 
und oft sehr auffallend kleiner ausfallt als bei Kontrollversuchen. 
Wenn die gleiche Menge Bikarbonat eine und zwei Stunden vor 
der Mahlzeit duodenal zugefiihrt wird, so beobachtet man keine 
deutliche Aziditaitsabnahme. Auch beim Gebrauch von 2g Alkali, 
selbst wenn dieses direkt vor dem Essen gegeben wird, vermisst 
man eine deutliche Abnahme der Magenaziditat. 

2) Die hier beobachtete Abnahme der Magenaziditat, welche 
durch die duodenale Alkalizufuhr verursacht wird, beruht wesent- 
lich auf der Herabsetzung der Magensekretion und nicht auf dem 
Ruckfluss des alkalischen Daodenalinhaltes in den Magen. Obwohl 
die Regurgitation hier ab und zu vorkommt, so scheint dieses 
Moment nach meinen Untersuchungsresultaten ftir die vorliegende 
Erscheinung von untergeordneter Bedeutung zu sein. Es gibt aber 
Falle, bei denen ein deutlicher Riickfluss haufig nach der Alkali- 
zafuhr beobachtet wurde. Die Neigune zum Ruckflus3 scheint 
individuell verschieden zu sein. 

3) Wenn man Natriumbikarbonat am Krankenbette 1richt 
einfach zur Neutralisierung der abgesonderten Magensiure, sondern 
zur Herabsetzung der Magensekretion verordnen will, so muss 
man das Mittel in relativ grosser Dose, auf einmal wenigstens 
mehrere Gramm, direkt vor der Mahlzeit verordnen. Kleinere 
Dosen als 2g Bikarbonat haben keine soleche Wirkung. 

4) Die intzavendse Zufuhr von 5 g Natriumbikarbonat verur- 
sacht beim Menschen keine deutliche Herabsetzung der Magen- 
sekretion. 

5) Das Kohlenséurebindungsvermégen des Blutplasmas wird 
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eine halbe Stunde nach der Mahlzeit etwas héher gefunden, als 
im niizhtemen Zustande morgens. Wenn die Alkxalireserve eine 
halbe Stunde nach intravendser Injektion von 5g Natriumbikar- 
bonat bestimmt wird, so beobachtet man nicht immer, sondern 
nur ab und zu eine deutliche Zunahme der Alkalireserve. Dieser 
Befand beweist, dass das in die Blutbahn eingetretene tberflussige 
Alkali gewohnlich in kurzer Zeit durch den Kreislauf beseitigt 
und wahrscheinlich in den Geweben zurtickgehalten wird. Diese 
Steigerang des Kohlensiurebindungsvermégens geht nicht mit der 
Abnahme der Magenaziditat parallel. 

6) Bei Untersuchungen an zwei Hunden mit kleinem Magen 
wurde die Abnahme der Sekretionsmenge wie der Aziditéit des 
Magensaftes nach der intravendsen Alkalizufuhr nicht immer, aber 
oft gefunden. 

7) Bei fraktionierter Untersuchung des Mageninhaltes mit dem 
Rehfussschem Apparate beobachtet man bei Versuchen mit duode- 
naler Alkalizufuhr sehr héufig den Rickfluss der Alkalilésung, 
was die Wirkung der Alkalilésung vom Duodenum aus auf die 
Magensekretion undeutlich macht. Die Resultate der Untersuch- 
ungen, bei denen Cer Riuckfluss nicht deutlich war, zeigen, dass die 
die Magensekretion herabsetzende Wirkung des ins Duodenum 
gugefuhrten Alkalis beim Menschen nicht so auffallend ist, wie 
Pimenow am Hunde beobachtet hat. 

8) Subkutane Injektion der Bikarbonatlésung verursacht oft 
eine deutliche Abnahme der Magensaftabsonderung, wenn die 
Alkalilésung vor der Verabreichung der Nahrung subkutan zuge- 
fuhrt wird. Wenn die Injektion aber mehrere Minuten nach der 
Nahrangsaufnahme ausgefthrt wird, so tritt inre hemmende Wirkung 
gewohnlich nicht auf. Hier ist das Moment, welches die Magen- 
sekretion herabsetzt, nicht das resorbierte Alkali, sondern der 
Schmerz, welcher durch die subkutane Zufuhr der Alkalilésung 
verursacht wird. Bei dieser Sachlage ist es selbstverstindlich, 
dass die subkutane Injektion der Bikarbonatloésung zuin Zwecke 
der Verminderung der Magensekretion von keiner klinischen 
Pedeutung ist. Zunichst kam man in allgemeinen sagen, dass 
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ein psychisches sekretionshemmendes Moment einen grossen Ein- 
fluss auf die Verdauung austibt, wenn es vor der Mabhlzeit wirkt, 
wahrend es beim Auftritt nach dem Essen von geringerer Wirkung 
ist. 

9) Die Beeinflussbarkeit der Magensekretion durch dussere 
Hinfltisse scheint individuell verschieden zu sein. 
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UBER DIE GLYKOLYTISCHE KRAFT DES BLUTES, 
Ill. Mitteilung, 


Untersuchungen tiber die Beziehung zwischen. der glyko- 
lytischen Kraft und der 0,-Zehrung der Erythrozyten. 


Von 


YOSHIKANE KAWASHIMA. 


Aus der biochemischen Abteilung des Insiituts fir Infeciionskrankheiten 
der kaiserlichen Universitat zu Tokyo. 
Vorstand: Dr. T. Kohmoto) 


(Hingegungen am 7. Juli 1924) 


I. EINvEITUNG. 


In den vorherigen Mitteilungen (1922-1924) betonte ich 
wiederholt, dass die glykolytische Kraft der Erythrozyten in einem 
innigen Zusammenhang mit ihrer Lebensaktivitaét steht. Die 
vorliegenden Experimente richteten sich auf die Glykolyse und 
die Sauerstoffzebrung der Erythrozyten, um die Beziehung zwi- 
schen diesen beiden Vorgéingen, Vitalitaét und Glykolyse, von 
dem obigen Standpunkie aus zu erédrtern. Die Atmung und 
Garung warep schon von mehreren Autoren, Otto Warburg 
(1912), A. Harden u. W.J. Young (1912) und Otto Meyerhof 
(1917-1918) u.a., erforscht worden. Dabei handelte es sich 
aber hauptsichlich um die Hefezellen oder um den Muskel- 
saft. Die Autoren waren der tbereinstimmenden Ansicht, dass 
das Koferment der Gérung und der Atmungskérper ganz oder 
zum Teil identisch sind. Meyerhof erwdhnt> auch, dass das 
Muskel- und Hefekoferment im grossen und ganzen dbnlich 
selen. 

Die Atmung des Blutes wurde auch von vielen Forschern, 
wie Otto Warburg (1909), P. Morawitzu. J. Pratt (1908), 
P. Morawitz (1909), S. Itami (1910) und Philip Ellinger 
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(1922), an Kaninchen, Hunden und Génsen experimentell unter- 
sucht. Ausserdem fihrten P. Morawitz u. S. Itami (1910)- 
und Denecke, Gerhard u. Hermann Riberg (1922) Unter- 
suchunzen tiber das Menschenblut der Aniimiker und Graviden 
aus. In diesen Experimenten war der Zweck ganz verschieden 
yon den meinigen, ‘weil die Untersuchungen hauptsiichlich auf die 
atmenden Blutzellen bei den Anidmien, oder auf den Kinfluss 
gewisser Substanzen auf die Erythrozytenatmung u.s. w. gerichet 
waren. Ich habe aber die Atmung der Erythrozyten mit ihrer 
elykolytischen Kraft vergleichend untersucht. 


Il. UNnrErsucHUNGSMETHODE. 


Zur Messung des Sauerstoffverbrauches wurde von den oben 
erwihnten Autoren meistens Haldane-Barcroft’s Blutgasapparat 
verwendet, wozu schon eine kleine Menge Blut hinreichend ist. 
Weil aber die Atmung der kernlosen Erythrozyten bekanntlich 
nicht so gross ist, so muss besser mit einer grossen Menge Blut 
gearbeitet werden, um den Ausschlag des Versuchs deutlich 
erfolgen zu lassen. Dazu wiahlte ich als Versuchstier das 
Pferd aus. Die dreimal mit der physiologischen Kochsalzlésung 
ausgewaschenen Blutzellen wurden in ein  entsprechendes 
Quantum von derselben Lésung aufgeschwemmt. Diese Auf- 
schwemmung wurde noch mit ciner gewissen Menge isotonischer 
Kochsalzlésung, die Traubenzucker im 10%igen Verhiltnis enthielt 
versetzt und sie steht nun als Versuchsmaterial zur Verftigung. 

Zur Untersuchung der Atmung wurde der Apparat in Anwend- 
ung gebracht, welcher von Dr. K. Kanasawa nach der Methode 
zur Messung der Gewebsatmung von F. Battelli und L. Stern 
(1910) etwas modifizierend konstruiert und beise iner Arbeit tiber 
die Gewebsatmung im pharmakologischen Laboratorium der kaiser- 
lichen Universitit bentitzt wurde. Hierbei spreche ich Herm Dr. 
K. Kanasawa fur seine freundlichen Anweisungen und Bemer- 
kungen bei der Anwendung des Apparates meinen besten Dank aus. 

In eine ca ©00ccm fassende Flasche mit einem gut einge- 
schliffenen, und zweckmissig gefo:mten Glasstopfen wurden 50 
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ecm der oben erwihnten Blutkérperchenaufschwemmung luftdicht 
eingebracht und die frische, mit Watte keimfrei  filtrierte 
Aussenluft gentigend eingeleitet. Ein Versuch bestand immer 
aus drei von Cen so unter gleichen Bedingungen bereiteten und 
gleiches Volumen Blut enthaltenden Flaschen, von denen zwei in 
den Brutschrank hineingestellt wurden, und von denen die eine 
zur Gasanalyse (Messung der Blutzellenatmung), die’ andere zur 
Bestimmung der Zuckerabnahme diente; die dritte Flasche wurde 
als Kontrollprobe zur Gasanalyse der ersten Flasche in der 
Kiskammer aufbewahrt, worin die Blutzellen keine Atmung—keinen 


Sauerstoffverbrauch—zeigten. 
Fur die Gasanalyse wurde das Prinzip von Zuntz-Geppert 
aufgenommen: Die gebildete Kohlensiure wurde von der 


Absorptionsmethode mit einer konzentrierten Natronlaugelésung 
und der Sauerstoff nach der Verbrennungsmethode mit Phosphor- 
stange volumetrisch gemessen. Der erthaltene Wert der Kohlen- 
siurezunahme und Sauerstoffabnahme wurde immer mit 2 multi- 
pliziert, d.h. auf 100ccm Blut berechnet, und dann bei 0°C und 
760mm Druck reduziert. Zur Zuckerbestimmung bediente ich 
mich ebenfalls des Mikroverfahrens von Bang. 

Anfangs wurden die Proben auf einen Schtittelapparat im 
Brutschrank gebracht und wéihrend einer Versuchsdauer leise 
geschittelt. Da aber die Erythrozyten dabei mechanische Schadi- 
gung erlitten und so ihre glykolytische Kraft und Atmung beein- 
traichtigt waren, wie die nachstehende Erklirung zeigt, so wurden 
spater die Flaschen ab und zu, 1-2 stimdlich, mit der Hand 
umgeschuttelt. 

Wegen der komplizierten und ziemlich langen Behandlung 
der Probe bei diesen Experimenten habe ich besondere Sorg- 
falt auf Bakterienfreiheit verwendet, welche durch aerobe und 
anaerobe Kultur sichergestellt wurde. 
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iITI. ERGEBNISSE DER EXPERIMENTER. 
1. Die Glykolyse und Atmung der Pferdebluterythrozyten. 


Wie schon in der Hinleitung hervorgehoben, haben die fri- 
heren Autoren an Kaninchen, Hunden und Menschen nachgewiesen, 
dass die kernlosen Erythrozyten, u. z. die jungen bei ciner ge- 
steigerten Regeneration, eine deutlich messbare Atmung (Sauerstoff- 
zehrung) aufweisen. Hier mdgten zuerst die Ergebnisse meiner 
Experimente mit Pferdeblut aufgezeichnet werden. 

Wie die Tabelle I zeigt, ist auch an den in der physiolog- 
ischen Kochsalzlésung aufgeschwemmten Erythrozyten des Pferdes 
in gut nachweisbarer Sauerstoffverbzauch nach 24 Stunden in 
38°-40°C, meistens 38°C, zu bestitigen, der aber in den ersten 
Stunden ziemlich klein‘ist, wie aus dem Versuch No. 1 ersicht- 
lich ist. Doch zeigt er einen relativ grésseren Wert im Ver- 
haltnis zum weiteren Verlaufe, wortiber der Verfasser beim Ver- 
suche mit dem Vollblut wieder sprechen will. 

Die gebrauchte Sauerstoffmenge nach dem Versuch betrigt 
0,3-0,7 x10-° ccm, durchschnittlich 0,5 x10-° ecm auf Mill. 
Erythrozyten (2,4-5,6 ccm, durchschnittlich 4,0 cem zu 100 com 
Blut, desser Erythrozytenzahl als 8 Millionen in 1 cmm 
angenommen ist). Hine noch gréssere Schwankung der gemessenen 
CO.-Menge mag vielleicht auf der Verschiedenheit des Oxyda- 
tionsgrades beruhen. Die gespaltene Zuckermenge zu 1 Mill. 
Erythrozyten ist 5-11,5x10- mg, durchschnittlich 7,9x10~° 
mg. (40-92 mg, durchschnittlich 63,2 mg. zu 100 Blut mit 8 
Millionen Erythrozytenzahl in 1 cmm). Vorausgesetzt, dass 
der Traubenzucker nach der Formel—OC,H,,0;+ 60,=6CO,+6H,O 
—yverbrannt, so ist die gefundene Sauerstoffmenge viel zu kiein, 
héchstens 1/8—1/20 der berechneten. Kurz, ein (bestimmter) 
Zusammenhang zwischen der gespaltenen Zuckermenge und 
dem gebrauchten Sauerstoff besteht nicht. Aber von einigea 
Fiillen abgesehen, geht die Stirke der glykolytischen Kraft im 
grossen und ganzen parallel mit der Grosse des O,-Verbrauches. 
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Bei nur zwei Faller, No. 3 u. 12, wurde die H’-Konzentration 
vor und nach dem Versuch gemessen, beim ersteren pH=7,06- 
6,76, beim letzteren pH=7,02-6,68. Bei einem anderen Fall, wo 
als Medium das Phosphatgemisch bentitzt wurde, waren 93 mg 
Zucker gespalten und 29,8ccm Sauerstoff verbraucht; der pH — 
Wert war vor dem Versuch pH=7,49 und am Ende pH=7,42. 
pH bleibt also bei dem mit Puffer versetzten Fall fast unver- 
indert. Ich médchte hier beiftigend erwiihnen, dass eine Siure- 
bildung bei der Glykolyse der Erythrozyten stattfindet. Dies- 
beztglich ist eine weitere Untersuchung notwendig. 


2. Die Glykolyse und Atmung der veralteten Erythrozyten.* 


Wie aus meiner ersten Mitteilung (1922) ersichtlich ist, so 
wirkt die einen Tag lane im Brutschrank gelassene Blutkérper- 
chenaufschwemmung des Kaninchens nicht mehr oder nur spur- 
we'se glykolytisch. In diesem Kapitel handelt es sich um die 
Atmung von solchen Blutkérperchen. Man nabm eine Blutkor- 
perchenaufschwemmung von Pferdes mehr als 300 com zur Unter- 
suchung, stellte eine Hialfte in den Brutschrank und die andere als 
Kontrolle in die Eiskammer ein. Nach 24-stindigem Verlaufe 
wurden sie nun mit der Zuckerlosung versetzt, und die Glykolyse 
mit der Atmung parallel untersucht. Die Ergebnisse sind in der 
folgenden Tabelle IT zusammengestellt. 

Aus der Tabelle If kann man ersehen, dass die Atmung der 
Eirythrozyten mit der glykolytischen Kraft fast parallel verloren 
geht, wihrend die in der Hiskammer aufbewabrten Erythrozyten 
stark glykolytisch und O,-verzehrend wie das frische Blut wirken. 
In dem Fall V, der nach2 4 sttindigem Stehenbleiben in 38°C noch 
eine ziemlich starke glykolytische Kraft beibehalten hat, kann 
man auch wieder einen deutlichen Sauerstoffverbrauch bestitigen. 
Die Frage aber bleibt ncch unentscheiden, welche von dén beiden, 
d. h. Atmung oder Glykolyse, frither als die andere verschwindet. 
Damit beschiftigen sich die nichsten Versuche. 
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TABELLE IIL. 


BO ae Ou 2 Zahlen za 
Bart Adoker penal 6S. i arcoen ieee 1x 10°Mill. 
oo gt 22 te N 8 fi 5 > q | Hrythrozyten 
tole aa) (af WER | ae 
Nb Eye Qe ~ lo) As ® d 
es fm | © 5 Mee LBS 
od vor nach oe] we 2s 2 eS) 
Z| 2 dem dem "3 sea | el = 5 
. 2 Versuch] Vorsuch § iS Bee te seat § S é Alas a 
oR 6(38°)| 0,244 | 0,199 | 45(18,4)| 6,4 3,2 | 9,593) 4,7 0,7 
18 St, {18(38°}] 0,242 | 0.192 | 50(20,6)) 4,0 2,5 |10,960| 4,6 0,4 
EL: 3 
19 st, [18(38°}) 0,243 | 0,197 | 46189); 3,6 | 1,0 |10,496) 44 | 0,3 
aN: 28(38°)| 0,266 0,252 | 14(5,3 1,2 1,0 9,737 1,4 0,1 
23 St, ris 2 40 (5, ) ) 5) ’ > > 


Die Dauer der Glykolyso und Atmung war 24 Stunden und die Temperatur 

38°C, 

Wie die Tabelle zeigt, halten sich die beiden Vorgiinge— 
Glykolyse und Atmung—auch bei einem vorliufigen Aufentahlt 
im Brutschrank kurzeren oder langeren als 24 Stunden—parallel. 
Mit anderen Worten, solange die Erythrozyten noch ihre glyko- 
lytische Kraft beibehalten, zeigen sie auch einen Sauerstoffver- 
brauch, und umgekelirt. 


3. Glykolyse und Atmung der durch Frieren und 
Auftauen himolysierten Blutkérper- 
chenaufschwemmung. 


Otto Warburg (1911, 1921) hat an den Vogelblutzellen 
nachgewiesen, dass ihre Atmung durch das Gefrieren nicht ver- 
nichtet wird, und dabei die gesamte Atmung an die festen Zell- 
bestandteile gebunden ist. Er hat noch hinzugefigt, dass der 
Kero dadurch nicht so veréndert sei. Von ihm wurde an den 
stark atmenden Vogelblutzellen auch schon festgestellt, dass sie 
nicht mehr atmen, wenn sie mechanisch—mit Sand oder auch ohne 
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Yusatz irgendwelcher Substanzen-zerrieben werden. Anderseits 
haben auch P. Rona u. K. Grassheim (1922) bewiesen, dass 
das dreimal wiederholte Erfrieren und Auftauen die Atmung der 
Hefezellen nur wenig schidigend beeinflusst. Hier habe ich 
ihnliche Versuche mit kernlosen Pferdeerythrozyten vorgenommen. 

Nach meiner Erfahrung war es beim Pferdeblute im allge- 
meinen schwerer als bei Kaninchenblut, eine vollstindige Héimo- 
lyse durch wiederholtes Frieren und Auftauen herbeizuftthren. Bei 
No. 1 u. I A, die mit Wasser vorbehandelt wurden, blieben die 
zahlreichen Erythrozyten noch anscheinend ungeschadigt. Da 
aber diese dusserlich noch gut geformten Zellen wahrscheinlich ~ 
durch das Hiimolysierungsverfahren schon funktionell geschidigt 
waren, so wirkten sie nicht mehr glykolytisch und zeigten auch 
keinen Sauerstoffverbrauch. Bei No. IV A, wobei nur eine geringe 
Anzahl Erythrozyten vom Zerfall verschont geblieben ‘waren, 
fielen die beiden Vorginge auch negativ aus. No. III A, wobei 
die Hamolyse selbst nach oft wiederhcoltem Hamolysierungsver- 
fahren nicht vollsténdig war, und zwar eine ziemlich deutliche 
Glykolyse in Erscheinung trat, liess auch einen deutlichen Sauer- 
stoffverbrauch nachweisen. Die gespaltene Zuckermenge zu 1 
Mill. Erythrozyten war dabei etwa 10-mal so gross wie die 
Kontrolle B und die gebrauchte Sauerstoffmenge auch von gang 
gleichem Zahlenverhaltnis. Dass die Blutkorperchen, in einem 
relativ grésseren Quantum von Medium aufgeschwemmt, eine 
stirkere Glykolyse zeigen, wurde schon in meiner zweiten Mit- 
teilung erwihnt. Jedenfalls kann man sicher schliessen, dass die 
elykolytische Kraft und die Atmung der Erythrozyten in einem 
bestimmten Zusammenhang parallel gehen (siehe nachstehende Fig). 


4. Versuche mit Vollblut. 


Wie aus der Tabelle V ersichtlich ist, zeigt der Sauerstoff- 
verbrauch des Vollblutes einen etwas grésseren Wert, aber keinen 
merklichen Unterschied von den Erythrozyten in der physiolo- 
gischen Kochsalzlosung, wihrend eine viel stirkere Glykolyse beim 
Vollblute sich erkennen lasst, wie aus den Versuchen No. II u. IV 
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zu ersehen ist. Wie No. I u. II zeigen, ist der aufgezehrte 
Sauerstoff in den ersten Stunden auch nicht so gross im Verhiil- 
tunis zur Blutkorperchenaufschwemmung. Die gespaltene Zucker- 
menge steht dabei auch im gleichen Verhlitnis zu dem Sauers- 
toffverbrauch (s. auch die Figur). 

F. Battelli u. L. Stern (1909 u. 1910) erwahnen_ bei ihren 
Studien tber die Gewebsatmung, dass das Serum einen ivhibito- 
rischen Einfluss auf die Zellatmung ausiibt. Die Ursache des 
zur gespaltenen Zuckermenge relativ geringeren Sauerstoffver- 
brauchs bei meinem Versuche liegt wahrscheinlich in dieser hem- 
menden Wirkung des Serums. 
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5. Einfluss des Phosphatpuffers auf die glykolytische 
Kraft und die Atmung der Evythrozyten. 


Ein beginstigender Einfluss des Phosphatpuffers auf die 
glykolytische Kraft der Erythrozyten wurde schon von einigen 
Autoren und auch von mir nachgewiesen. F. Battelli u. L. 
Stern (1909) haben gezeigt, dass chlorsaure, phosphorsaure und 
kohlensaure Salze fast keinen Einfluss auf die akzessorische 
Atmung der Gewebe austiben. Dagegen legen P. Gyérgy (1922) 
und W. Ryffel (1923) dem Phosphat-ion, besonders in einer 
dimnen Konzentration, eine steigernde Beeinflussung der Zell- 
atmung bei. P. Rona u. K. Grassheim (1922) sehen auch 
eine erhdhende Wirkung des Phosphats auf die Hefezellenatmung. 

Bei diesem Experimente wurden die ausgewaschenen Blut- 
k6orperchen in einem Gemisch von 2 Teilen Pufferlésung und 1 
Teil physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt, dessen pH = 
7,41 gemessen wurde. Die Pufferlésung bestand aus m/7_pri- 
miirer und sekundiirer Natriumphosphatlosung (Kahlbaum) im 
Verhiltnis 1:8 (3a= 7 ) : 

Na,—8 

Wie auf der Tabelle VI veranschaulicht ist, ist durch Zugabe 
des Puffers die Glykolyse tber 2-mal grésser und dementsprechend 
auch der Sauerstoffverbrauch erhoht. Wenn auch die gebrauchte 
Sauerstoffmenge beim Fall No. I innerhalb der normalen Schwan- 
kungen der Blutkérperchen in der physiologischen Kochsalz- 
losung liegt, so ist sie doch 2-fach grdsser als die der gleich- 
zeitig angestellten Konirollprobe. Diese gtinstige Wirkung des 
Phosphatgemisches kann nicht auf seiner spezifischen Ionenwirkung 
beruhen, sondern muss hochstwahrscheinlich dadurch bedingt 
sein, dass der Puffer auf die Spaltungsprodukte des Zuckers 
neutralisierend wirkt und die Aktivitét der Zellen lang unge- 
schidigt erhalten lisst, weil seine aktivierende Wirkung in den 
ersten 5 Stunden nicht bedeutend ist und erst in den folgenden 
Stunden allmihlich deutlich auftritt, wie aus dem Fall IIT a 
verstindlich ist (siehe auch Tabelle I u. V). 
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Bei den Fallen II b u. d, und II b, die nicht mit der 
Zuckerlo6sung versetzt wurden, war der Sauerstoffverbrauch im 
allgemeinen kleiner als die Proben mit Zuckerzusatz. Und dabei 
werden die Blutkérperchen friihzeitig dunkelrot und neigen mehr 
zum Zerfall. Dies ist nattrlich dadurch zu erkliren, dass der 
Zucker als Nahrstoff fir die Erythrozyten dient. 

Hier médchte der Verfasser den Einfluss des Schiittelns— 
eines mechanischen Reizes—auf die Glykolyse und die Atmung 
der Erythrozyten untersuchen, was schon im Kapitel der Unter- 
suchungsmethode berthrt wurde. - 


TABELLE VII. 


=| le : Zahlen 
AO Zuckergehalt c= S Oy za 1x105 Mill. 
Ha ing as 5 S| |lec= 
one g aS es Ciel 4S Erythrozyten 
Bs @ Og |OosS | ba 
a g A J o Om a 5 oe | 
Fall n oO gig 5i5s| 3 : = A = ores a8 
S . as Lie ao hose gag uy) 
B5/_2|/¢2|448 a7 | 33 3 9 
z .| 602 120 | 3g |za 100 com| 2 ee neces 
>in | > > | Fe | N* Iprat (in cem)| N & i So 
A. 24(37°)| 0,267| 0,209} 58 3,6 2,0 | 8,491 6,8 0,4 
(21,7) (es) 
B. (5) 0,275| 0,232} 43 | 1,6 | 04 110,526) 4,1 0,2 
(15,6) (9,788) 
1% 
C. Prete 0,4 | 0,2 | 10,319 0,04 
(ohne Zucker- 
Zusatz) 


Fall A=mit der Hand zeitweise umgeschiittelt. 
Fall B u. C=auf dem Scniittelapparat dauernd geschiittelt. 


Wie die Tabelle VII zeigt, zerfielen die Blutkérperchen in 
der mit einem bestimmten Apparat dauernd geschuttelten Probe 
deutlich und ihre Glykolyse uad Atmung waren auch niedriger 
als die in der mit der Hand zeitweise geschiuttelte Probe. 
Daraus kann man schliessen, dass die Atmung der Erythrozyten 
auch mit ihrem mochanischen Zerfall verschwindet, wie die 


Glykolyse. 
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Es ist schon bekannt, dass die Leukozyten auch einen gut 
messbaren Sauerstoffverbrauch zeigen. Nach Itami’s Experimenten 
(1910) aber tiben die kernhaltigen Elemente, wenn sie nicht in sehr 
grosser Zahl vorhanden sind, keinen intensiven Einfluss auf die 
Sauerstoffzehrung der Erythrozyten aus. Nach ihm zehren die 
Leukozyten auch wenig Sauerstoff auf, weil sie nur in einer 
verhiltnismissig geringeren Zahl im Blut vorhanden sind. Da 
bei meinen Experimenten stets defibriniertes Blut verwendet 
wurde, waren die Leukozyten durch die verschiedenen Manipula- 
tionen meistens verschwunden und zéhlten nur noch 1700-7400 
(durchschnittlich 3500). Dass eine so geringe Anzahl Leukozyten 
kaum die Ergebnisse der Experimente beeinflussen kann, ist aus 
den Experimenten des genannten Autors leicht versténdlich. 


6G. Versuch mit Kaninchenblut. 

Es ist schon erwiéhnt, dass die Atmungsgrésse der Erythro- 
zyten im grossen und ganzen mit der Starke ihrer glykolytischen 
Kraft parallel geht. Zur weiteren Bestitigung dieses Ergebnisses 
wurden Kaninchenerythrozyten verwendet, welche etwa 2-mal- 
eréssere glykolytische Kraft enthalten als die Pferdeerythrozy- 
ten. Eimige Kaninchen wurden gleichzeitig aus der Oarotis 
verblutet und das entnommene Blut bald defibriniert, um dreimal 
mit der physiologischen Kochsalzlésung ausgewaschen zu werden. 
Die ausgewaschenen Blutkérperchen wurden wieder in derselben 
Lésung aufgeschwemmt und mit Zuckerlosung versetzt, dann zur 
Untersuchung angestellt. 


TABELLE VII. 


H a | ES OS | COS =S Zahlen 
2 6 Pmogergent) oS | Zeb-| Bie | 2 | ya | za 110° Mi. 
ea eee g s Ey [mung |dung| $" | 38 | Erythrozyten 
No. SD a ag male Ae Ze | gy | Zucker-| aufge- 
Bah | os 38 s| 98g | zu 100 com S213 abnah- | zehrt. 
BR | Re Sg & “= |Brat (in ecm) a BS me O, in 
> Bass > oe a in mg | com 
: | 
BE. | 24(38°) | 0,247] 0,147 |100(40,5}} 12,0 8,0 | 5,464) 1700 18,3 2,2 
IL. | 24(38°) | 0,240] 0,130 /110(45,8)| 17,2 | 14,2 | 5,498] 700] 20,0 3,1 


ea a ee 
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Die gespaltene Zuckermenge war fast gleich der der Pferde- 
erythrozyten im Phosphatpuffer, der gebrauchte Sauerstoff und 
die gebildete Kohlensiiure waren auch von einer entsprechend 
grossen Menge. Die Menge des aufgezehrten Sauerstoffs erreicht 
nur 1/5—1/6 der Sauerstoffmenge, die nétig wiire, wenn die ge- 
spaltete Zuckermenge vollsténdig bis CO, und H,O verbrannt wiirde. 

Aus den oben erwihnten Experimenten kommt man auf den 
Schluss, dass die glykolytische Kraft der Erythrozyten mit ihrer 
Atmung in einem innigen Zusammenhang steht. Die beiden 
Vorgiinge sind nichts anders als die Lebensiusserang der Zellen. 
Wenn die Zellen nicht mehr imstande sind den Sauerstoff aufzu- 
zehren, so ist die Glykolyse auch nicht nachzuweisen. 


IV. ScHLUSSFOLGERUNGEN. 


1. Pferdeerythrozyten, aufgeschwemmt in der physiolo- 
gischen Kochsalzlosung, zeigen einen messbaren Sauerstoffverbrauch 
nach 24 Stunden in 88°C. Bei der Zugabe von Phosphatgemisch 
vergrossern sich die Atmung und die Glykolyse deutlich. Bei 
Kaninchenerythrozyten sind diese beiden Vorgiinge viel grdsser 
als bei den Pferdeerythrozyten. 

2. Die Stirke der glykolytischen Kraft der Erythrozyten 
geht im grossen und ganzen mit der Grosse ihrer Atmung—Sauer- 
stoffverbrauch—parallel. Beim Vollblute wbt das Serum eine 
gewisse herabsetzende Wirkung auf die Atmung aus. 

3. Die Dauer der Glykolyse und der Atmung stehen auch in 
einem parallelen Verhiiltnis; wenn die Erythrozyten einmal atem- 
inaktiv—durch Zerfall mit Frieren und Auftauen oder nach Be- 
lassen der Blutk6rperchenaufschwemmung fiir eine gewisse Zeit im 
Brutschrank—werden, so kommt auch ihre glykolytische Kraft 
zam Verschwinden. 

4. Die glykolytische Kraft der Erythrozyten ist mit ihrer 
Atmungsaktivitit eng verkniipft. Aber diese beiden Vorginge 
sind die Ausserangen von zwei differenten Phinomenen der Zell- 


funktion. 
5. Die Blutkérperchenaufschwemmung, die mit keinem Zucker 
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versetzt wurde, wird frihzeitiger dunkelfarbig und enthalt mehr 
zerfallene Erythrozyten als soleche mit einer Zuckerbeigabe. Ihre 
Atmung ist auch kleiner als die letztere. 

Zum Schlusse erlaube ich mir, Herrn Prof. Dr. M. Nagayo, 
Direktor des Instituts, Herr Prof. Dr. H. Hayashi fir seine 
bestiindige, freundliche Anregimg und Leitung bei dieser Arbeit, 
und Herrn Dr. Z. Hatta und Herm Dr. T. Kohmoto fir ihre 
euten Ratschlage meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
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UBER DIE GLYKOLYTISCHE KRAFT DES BLUTES 
IY. Mitteilung, 


Insulin und Glykolyse der Erythrozytem. 
Von 


YOSHIKANE KAWASHIMA. 


(Aus der biochemisev2n Abteilung des Instituts fitr Infektionskrankheiten 
der Kaiserlichen Universitdt zu Tokyo. 
Vorstand: Dr. T. Kohmoto.) 


(Hingegangen am 7. Juli 1924) 


I. EINerruna. 


A. Slosse (1923) berichtet, dass y-Strahlen des Radiums 
eine diminutive Beeinflussung auf das optische Rotationsvermogen 
der Glukose austiben, @-Glukose in ihre tautmerische y-Form 
transformierend, und dass die letztere dann viel leichter oxydabel 
als die erstere ist. Die kupferreduzierende Fahigkeit der Glukose 
aber bleibt dabei fast unverdndert. Der Verfasser beweist auch, 
dass dieselbe Wirkung gegen die Glukose wie die der y-Strahlen 
auch durch Insulin herbeigefthrt worden ist. W. D. Forrest, 
W. Smith u. L. B. Winter (1923) sehen auch die Umwandlung 
in die y-Form der oa-8-Glukose durch Insulin, wobei nur die 
Drehung des Polarisationslichtes im Grade abnimmt. Sie sagen 
damit, dass beim Diabetes ftr die gesteigerte Verwertung des 
Zuckers nach Insulininjektion diese vermehrte y-Formation verant- 
wortlich sei. Wilhelm Laufberger (1924) ist aber ganz 
entgegengesetzter Ansicht zu genannten Autoren. Er konnte 
keine Transformation in die y-Form der o-8-Glukose mit Insulin 
feststellen. An dieser Stelle will ich nun nicht tiefer in diese 
Richtung der Experimente eingehen, um den beiden differenten 
Ergebnissen nachzuforschen. Aber selbt die Voraussetzung der 
y-Glukoseformation durch Insulin lisst die Frage offen bleiben, 
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dass beim Stehenbleiben der Blutkérperchenaufschwemmung im 
Brutschrank zuerst das in Zellen priiformierte Insulin geschadigt 
und die Umwandlung der Glukose in die y-Form, sogenannter 
erster Prozess der Glykolyse im Blute, unterbrochen werde, und 
infolgedessen die Glykolyse nicht mehr zutage trete, wihrend die 
elykolytische Aktivitaét der Zellen noch nicht so gestort erhalten 
bleibe. Natiwlich bleibt die Wirkungsweise des Insulins zur Zeit 
trotz miuheyoller Forschung von vielen Autoren noch unerklirt. 
Also hier habe ich die Experimente auf Anraten und unter der 
Leitung von Herrn Prof. Dr. H. Hayashi und Herrn Dr. Z. 
Hatta unternommen, um die Frage zu entscheiden, ob die veral- 
taten Erythrozyten, die durch das eintigige Belassen im Brutsch- 
rank ihre giykolytische Kraft fast verloren haben, wie schon 
mittgeteilt (1922), durch neues Zuftigen des Insulins wieder akti- 
viert werden oder nicht. Und zugleich wurde auch die Untersu- 
chung uber den Einfluss des Insulins auf die glykolytische Kraft 
der frischen Erythrozyten in vitro und in vivo ausgefwhrt. 


II. UNrERSUCHUNGSMETHODE. 


Als Versuchstier wurde das Kaninchen verwendet, aus dessen 
Ohrvene die erforderliche Menge Blut entnommen und defibriniert 
wurde. Die 3-4mal mit der physiologischen Kochsalzlésung aus- 
gewaschenen Blutkérperchen wurden wieder in derselben Lésung, 
zuweilen mit Pufferzusatz, aufgeschwemmt und bald in den Brut- 
schrank von 37°C gestellt. Nach 24-sttndigem Stehenlassen wurde 
diese Aufschwemmung in einige Reagenseliser verteilt, und mit 
Insulin und isotonischer Kochsalzlosung, welche Traubenzucker 
enthalt, versetzt, um zur Untersuchung der Glykolyse angestellt 
za werden. Zu den Kontrollproben wurde statt Insulin gleiche 
Menge Kochsalzlésung oder HCl-lésung, deren Aziditit eben gleich 
derselben des Insulins ist, hinzugefiigt. Sonst wurde auch als 
Kontrolle die einen Tage lang in Eiskammer aufbewahrte Blut- 
kérperchenaufschwemmung bentitzt. Zur Zuckerbestimmung be- 
diente ich mich ebenso wie friiher des Mikroverfahrens von Ban a 
Die Bakterienfreiheit jeder Probe wurde ebenfalls stets durch 
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sowohl aerobe als auch anaerobe Kultur sichergestellt. Hier 
gebrauchtes Insulin war das Praparat mit 10 Einheiten pro 1 cem 
aus der Toronto-Universitiit. 


III. EnrGrpyiss—E vER EXpERIMENTE. 


A. Kénnen die veralteten Erythrozyten durch 
Insulin wieder glykolytisch 
aktiviert werden? 


1. Erste Versuchsrethe. 


Beim Versuch A handelt es sich um die Erythrozyten in der 
physiologischen Kochsalzl6sung und es ist ohne weiteres versténd- 
lich, dass die Proben gemiiss der Menge des zugesetzten Insulins 
mehr oder weniger sauer reagieven. Beim Versuch B miissen die 
H’-Konzentrationen durch die Insulinzugabe nicht verdndert werden, 
weil eine Pufferlédsung von Blutalkaleszenz als Medium pebraucht 
wurde. Die Pufferlosung besteht aus 1 Teil physiologischer Koch- 
salzlésung und 2 Teilen Phosphatgemisch, welches m/7 primidres 


und sekundires Natriumphosphat im Verhiltnis 1:8 (i) 


enthalt. 
In allen Versuchsfallen wirkt das Insulin—im Verhdaltnis ca. 


3, 15, 25, u. 80 Einheiten zu 100ccm Blut hinzugesetzt—auf die 
glykolytische Kraft der veralteten Erythrozyten nicht erholend, 
sondern im allgemeinen etwas unterdriickend im Vergleich mit 
dem Kontrollversuche, wie aus der Tabelle I ersichtlich ist. Hier 
muss man aber beim Versuch B die etwaige Zerstérung des 
Insulins durch die Alkalitéit der Pufferlésung bericksichtigen. 
Dies beztiglich kann man die Untersuchungen von HE. J. Witze- 
mann und L. Livshis (1923) in Betracht ziehen; nach ihnen 
haben Na,CO,, NaHCO, und Na,HPO, fast keine Wirkung auf 
Insulin, wahrend (NH,)OH, NaOH und KOH von einer bestimmten 
Konzentration darauf zerstérend einwirken. Daraus ist es also 
verstindlich, dass die so schwache Alkalitat der Pufferlosung bei 
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meinen Experimenten keinen schidlichen Einfluss auf die Wirkung 
des Insulins austiben kann. Ausserdem noch spricht die Erfahrang 
ebenfalls dafiir, dass man das Insulin mit einem hervorragend 
euten Erfolg intravends einspritzen kann. 


2. Zweite Versuchsreihe. 


Bei diesen Versuchen wurde die Aziditéit des Jnsulins im 
Voraus titrimetrische bestimmt (1 ecm Insulin=1,5 eem n/50 NaOH, 
Phenolphthalein als Indikator gebraucht). Darauf wurde die 
Salzsiiurel6sung von ganz gleicher Aziditit mit Insulin hergestellt 
(in den Tabellen ist diese Lésung einfach mit n/33 HCl bezeichnet). 
Sie wurde nun zu Kontrollproben, die hier mit zwei Arten von 
der vorher einen ag lang im Brutofen gestandenen und ebenso- 
lang in EHiskammer aufbewahrten Blutkérperchenaufschwemmung 
yur Verfigune standen, statt Insulin den eigentlichen Versuchen 
hinzugesetyt. Die Ergebnisse des Versuchs sind in folgender 
Tabelle II zusammengestellt. 

Wie die ‘Tabelle zeigt, ist in der angewandten Insulindose— 
im Verhaltnis von 5 oder 0,25 Einheiten zu 100cem Blut—kein 
merklicher Hinfluss auf die elykolytische Kraft der veralteten 
Erythrozyten zu erkennen. Mit anderen Worten, die glykolytische 
Kraft der veralteten Erythrozyten ist durch Insulin nicht aktiv 
beeinflusst, auch erfahren die vorher in Eiskammer aufbewahrten 
Kontrollproben dadurch keine Beeinflussune. 


B. Einfluss frischen oder Alteren Serums, 
beziehungsweise mit Zusatz von Insulin, 
auf die glykolytische Kraft der 
veralteten Erythrozyten. 


Nach 24-stundigem Stehenbleiben der Blutkérperchenauf- 
schwemmung im Brutschrank wurden die Blutkérperchen durch 
die Zentrifuge von ihrem Medium moéglichst befreit und in mehrere 
Probierrdhrchen verteilt. Zu ihnen wurde das von einem anderen 
Kaninchen frisch entnommene und nach Gerinnung abgetremte 
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Serum oder das vorher 24 Stunden lang im Brutschrank auf- 
bewahrte Serum, beziehungsweise darauf Insulin, binzugeftgt. 
Nach dem nochmaligen Versetzen mit Zucker waren alle Proben 
wieder 22 Stunden lang in 37°C gestel!lt, um auf Glykolyse zu 
untersuchen. 

Wie aus der Tabelle III verstéindlich ist, bleiben das zuge- 
setzte frische oder dltere Serum und Insulin ganz indifferent zur 
elykolytischen Kraft der veralteten Erythrozyten. Hier sieht man 
auch aus Fall 1 u. 2, dass kein Unterschied zwischen den beiden 
elykolytischen Kraften der Erythrozyten mit frischem oder alterem 
Serum vorhanden ist. 


C. Wird die glykolytische Kraft der frischen 
Erythrozyten durch Insulinzusatz erhoht? 


1. Versuch in vitro. 


Seit der Entdeckung des Insulins wurden Experimente tber 
den Einfluss auf die Glykolyse des Blutes von einigen Autoren, 
Hepburn u. Latschford (1922), und Me. Cormick, Macleod, 
Noble u. O’Brien (1923), ausgefithrt. Nach ihnen hat das 
Tnsulin keinen Einfluss auf die Glykolyse. Das Ergebnis meines 
Experimentes stimmt auch mit demjenigen von genannten Autoren 
uberein, wie in der Tabelle TV zusammengestellt ist. Die hinzu- 
gefugte Insulinmenge zur Blutkérperchenaufschwemmung ist im 
Verhaltnis 100 cem Blut:1, 5, bzw. 10 Einheiten Insulin. 


2. Versuch in vivo. 


Bei diesem Versuche wurde das Insulin—in der Dosis von 
1 Kinheit pro 2000g K6orpergewicht—am Kaninchen morgens 
nuchtern subkuten injiziert und nach einigen Stunden, wo nach 
der Blutzucker des Kaninchens dadurch stark niedergegangen war, 
wieder das Blut entnommen, um die glykolytische Kraft der 
Erythrozyten in betreffender Zeit zu untersuchen. Kurz vor der 
Blutentnahme wurde auch der Blutzucker bestimmt. Als Kon- 
trollen wurden ebenso der Zuckergehalt des Blutes und die 
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Glykolyse bald vor der Insulin-injektion untersucht, wobei ich 
beriticksichtigte, die Blutentnahme auf eine méglichst kleine Menge 
zu beschranken, um irgendeinen Einfluss von Seiten der Animie 
auf die Versuchsergebnisse zu vermeiden. 

Wie aus der Tabelle V zu ersehen ist, ibt das Insulin, einige 
Stunden vorher subkutan injiziert, hier auch keinen guten Einfluss 
auf die glykolytische Kraft der Erythrozyten aus. Nur bei No. 
I war Glykolyse nach Insulin stirker als die vor Insulin. Weil 
aber der Versuch dabei unter den in Fussnote aufgezeichneten 
Bedingungen ausgefiihrt wurde, so kann das Ergebnis ohne weitere 
Berucksichtigung nicht verwertet werden. Jedenfalls kann man 
aus den Ergebnissen der anderen vorsichtig unternommenen Falle 
schliessen, dass die glykolytische Kraft der Erythrozyten durch 
Insulin, welches vorliufig im Kérper des Versuchstiers mit ihnen 
in Berthrung gekommen ist, nicht besonders beeinflusst wird. 


TV. ScCHLUSSFOLGERUNGEN. 


1. Veraltete Erythrozyten werden durch Insulin nicht wieder 
elykolytisch aktiviert. Von gleichem Verhalten ist auch das 
frische Serum. 

2. Auf die glykolytische Kraft der frischen Erythrozyten 
ubt das Insulin in vitro keinen Einfluss aus. 

3. Die Erythrozyten, in einigen Stunden nach der subkutanen 
Insulin-injektion entnommen, zeigen an der Starke ihrer glykoly- 
tischen Kraft fast keinen Unterschied zum Vergleich mit derselben 
der normalen Erythrozyten. 

4. Die Ergebnisse meiner vorigen Mitteilungen, dass die 
glykolytische Kraft der Erythrozyten mit ibrer Lebensaktivitiét 
eng verkuiipft ist und bei ihrem eintégigen Belassen im Brut- 
schrank meis‘ens schon verloren geht, sind auch hier wiederum 


bestitigt worden. 


440 Y. Kawashima. 


LITERATOR. 


Forrest W. D, Smith W. u. Winter L. B. (1923): Jl. of Physiol. 57, 224. 
Hepburn I. u. Latschford I. K. (1922): Americ. Jl. of Physio'., 62, 177. 
Kawashima, Y. (1922): Jl. of Bicchem., 2, 131. 

Kawashima, Y. (1924): Jl. of Biochem., 3, 273. 

Laufberger, W. (1924): K'in. Woch2nschr., 3, 264. 

Mc. Cormick, N. A, Macleod J. J. R., Noble, E. C. u. O’Brien, K. (1923): 

JL. cf Physiol., 57, 247. 

Slosse, A. (1923); Compt. Rend. Soc. Biol., 89, 96. 

Slosse, A. (1923): Compt. Rend. Sec. Biol., 89, 98. 

Witzemann, E. J. u. Livshis, lL. (1923): Jl. of biolog. Chem. 58, 463. 


UBER DAS VERHALTEN DER MALONSAURE UND 
EINIGER DIKARBONSAUREN IM TIERKORPER 
BEI LEBERDURCHBLUTUNG. 


Von 


GOR) MOMOSE. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Kink der Ky!. 
Charité zu Beriin und dem hygienischen Institut der 
mi.itérdrztichen Akademie zu Tokio.) 


(Eingegnngen «wm 25, August 1924) 


Trotzdem die aliphatischen Dikarbonsiuren zwar theoretisch 
mit Recht als Abbaustationen sowohl der Kohlenhydrate als auch 
der Kiweissk6rper im intermedidren Stoffwechsel in Frage kommen, 
ist doch unsere tatsiichliche Kenutnis iiber den Abbau der Dikar- 
bonsduren im Tierkérper heute noch recht mangelhaft. Aminodi- 
karbonsaduren, so z B. Asparaginsiure und Glutaminsaduro stehea 
wegen ihres Abbaumodus in der e-Stellung, auf Grund der Tatsache, 
welche o-Aminosduren festgestellt wurde, mit der Malonséure bezw. 
Bernsteinsdure in einer innigen Peziehung. Nach Pohl (1896) wer- 
den die Malonsiure, die Tartronsiure und die Mesoxalsiure in 
erheblichem Umfange im 'lierkorper zerstért. Die naheren chemi- 
schen Prozesse, die sich bei dem physiologischen Abbau dieser 
Saduren abspielen, sind aber bisher unbekannt gebliebon. Fur die 
Bernsteinsdure dagegen ist ducch Battelli und Stern(1911)gezeigt 
worden, dass sie durch Organfermente zu Apfelsdure oxydiert wird. 
Mithin ist es méglich, dass diese Reaktion den Weg des Abbaues 
der Bernsteinsdiure im intermediiren Stoffwechsel anzeigt. 

Durch Versuche, die im Laboratorium Embdens ausgefuhrt 
worden sind, ist gezeigt worden, dass auch fur die Dikarbonsduren 
Beziehungen zu den Acetonkérpern vorhanden sind. So beobach- 
teto J. Wirth (1911), dass Zuckersiure die Acetessigsdure- 
bildung in der tiberlebenden Leber regelmassiz steigert, wihrend 
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die Wirkung de> Gluconsiiure und der Schleimsiiure auf die Acetes- 
sigsiiurebildung unsicher war. K. Ohta (1912), der die Unter- 
suchungen von Wirth fortsetzte, fand, dass d-Weinsaure, Trauben- 
siiure und Maleinsiure Acetessigsiure zu bilden vermégen, wihrend 
die Bernsteinsiure nur in einem Versuch zu einer Steigernug der 
Acetonbildung ftbrte. 

Rei den nahen chemischen Beziehungen, die die Malonséure 
auch zur Essigsiure aufweist, und unter Berticksichtigung der 
durch A. Loeb (1912) beobachteten Bildung von Acetessigsdure aus 
Essigsiiure interessierte es uns zu untersuchen, ob auch fur die 
Malonsiiure ein Ubergang in Acetessigsiure im Durchblutungs- 
versuch nachzuweisen ist. 

Wie im folgenden dargestellt, habe ich die jodbindende, 
durch Silberoxyd zerst6rbare Substanz, welche unter Umstéanden 
bei der Leberdurchblutaung auftritt und von einigen Autoren 
beobachtet wurde, niher untersucht, Mit de: Hoffnung, dass die 
Erkenntnis dieser Substanz eventuell auf den Chemismus des 
intermediizen Stoffwechsels Licht werfea wizde, habe ich ver- 
schiedene Vergleichsversuche angestellt und daboi festzestellt, 
dazs es sich bei der fraglichen Substanz hochstwahzscheinlich um 
das intermediiir auftretende Aldol handelt. Uber die diesbeziigliche 
theoretische Uberlegung mit den experimentellen Daten verweise 
ich auf den II. Teil. 

Ausserdem habe ich mit d-Zuckerziiure und d-Weinsiure 
Durchblutungsversuche angestellt und konnte dabei keine Aceton- 
bildung konstatieren. Die Ergebnisse dariiber werde ich im IIL. 
Teil ausfihrlich beschreiben. 


I. VERSUCHE UBER DIE BILDUNG VON ACETESSIGSAURE 
AUS MALONSAURE. \ 


Ich fuhrte die Durchblutung an iberlebenden Debern von 
Hunden aus, die 24 Stunden gehungert hatten. Als Durchblutungs- 
flussigkeit diente ein Gemisch von 1400 ccm frischen defibrinierten 
Rinderblutes und 100 cem physiologiscler Kochsalzlésung, dis 2 g 
Malonsiiure mit Natronlauge neutralisiert enthiclt. Fir die Ver- 
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suche beautzte ich im wesentlichen die gleichen Apparate, wie 
sie K. Friedmann und seine Mitarbeiter verwandten. Die 
Technik der Versuche war die iibliche. Nach Beendigung des 
Duzchblutungsversuches wurde dieses Blut nach Schenk mit 
zwei-prozentiger Salzsdiure und gesittigter Sublimatlésung entei- 
weisst. 

Je 500ccm Viltrat wurden destilliert, am Destillat wurde 
nach Huppert und Messinger mit 1 /10 n-Thiosulfatlosung und 
1/10 n-Jodlésung die Acetonbestimmung ausgefihrt. 

Unter Bericksichtigung der Beobachtungen von N. Masuda 
(1912) und K. Ohta (1912), die gefunden hatten, dass bei der 
Durchstromung der wtberleberden Leber unter Zusatz von 
Dikarbonséuren flichtize, jodbindende Substanzen auftreten , 
die durch Kochen mit Silberoxyd nach dem Verfahren von 
Masuda zerstort. werden, stellte ich auch die Menge der 
jodbindenden Substanzen des Destillates, das aus 500 ccm des 
nach der Enteiweissung nach Schenk geronnenen Filtrates 
stammte, mit Silberoxyd fest. Zu diesem Zweck bediente ich 
mich eines einfachen Apparates. Ein Destillationskolben, dessen 
Oberfliche eine Marke triagt, die das Volumen der zu destil- 
lierenden Flissiekeit anzeigt, ist mittels eines Gummistopfens 
mit einem Schlangenkthler verbunden. Dieser Schlangenkuhler 
ist an seinem oberen Ende wiederum mittels eines Gummistopfens 
mit dem einen Ende eines zweimal rechtwinklig gebogenen Glas- 
rohres verbunden, das an seinem anderen Ende durch einen zweiten 
Schlangenkiihler in einen Runkolben futhrt, der als Vorlage dient. 
Nun werden 500 ccm Filtrat destilliert. Das erste Destillat wird 
yon neuem in den Destillationskolben dieser Vorrichtung gebracht 
und mit Wasser auf 500 ccm aufgefullt, sodann wird eine ausrei- 
chende Menge frisch gefallten feuchten Silberoxyds und etwas 
Talkum hinzugefiiet. Der Rickflusskubler wird nun eingeschaltet 
und der Destillationskolben erhitzt. Inzwischen wird der Vor!age- 
kolben mit Eis gekithlt und der zweite absteigende Schlangen- 
kithler eingeschaltet. Nachdem die Flissigkeit im Destillations- 
kolben etwa 15 Minuten lang zum Sieden erhitzt ist, wird der 


961. 69°T 89°% LEV 80°T 6G &© | 9h op T&T |0006) 6 
£66 68 T 08'S 697 80°T tag ST | 2h op 6E6 |0006| 8 
0°86 FOL Ore ys'yp 160 8F-TE | 8 | 88 op 90T \O00E) 2 
L6G 00% O's Or. 660 GE-8B | OL | LL cp 66L |0089) 9 
L&Z SoT 88°% S17 18°0 OS-SF | 2 €8 op EGE |OOGE) ¢ 
OST O08 T £91 EPs €9°0 99-1 | 7 G8 op 16 |O00€) F 
as) 00% SIT roy ie FG0 TG 8T | GL op GZZ |0069| € 
4 v89 66GB 89 Or8 €1'0 86-76 | OT | 92 op €9 |000L| 3% 
eo) 
=I WIQTOPUNT WO OOFT 
) SUNSQTZVSTPIOYL 
= 66 FOE LE§ [r'9 66T. S&-9f | 8 pL | Ostsoporskyd uto99 (OL | 9ZL 00S’ T 
‘ QLOTSI[VLINO 
cK HO®tN JU ornysuoppy 3 Zz 
su ee wmo99 w99 ULO9 ‘SE www mess; Balas 
ZURISQNG . , 
qepuepurqpol) O*°Sy pur a 
‘roruqio}stez| UOoryey[Ts | yworpysop | -yzo1T]Tysep 2S TYPZ) WOZ g| 2 zs Zz 
guojooy u0}| O*Sy Pur | -epey youu Petrp FIPIIp S04 2 3 , alt aio 
-optiqesnou | sopnpqyotng | sompqyomng | seynyquoamg | -nfqyectoy a 4 neaSssnpstamgmqyomd | 3/28 B 
quIgT tony | Sop 4vczty | Sop ywayTA | Sop quay | sop yay Bae pad eae 2 
ord sop | W099 QOS HA | UID YG TOA | UI YQG UA | WDD QOg MOA] FE mE “Ae. a 
eS roy esuopy (9 (q (B ag a e| 2/% 9 
BungsTpor-t QT/L oyqonwaqzo A oie i" 
6 8 L 9 G y € G T 


44-4 


T FIT VL 


Dikarbonsaure im Tierk6rper. 445 


erste aufsteigende Riickflusskiihler ausgeschaltet, indem man dabei 
einfach das Kiuhlwasser entfernt. Dann wird die Destillation 
fortgesetzt, sodass 200 bis 250 cem Destillat tiberdestilliert werden. 
Von diesem Destillat wurde die Acetonmenge nach Huppert- 
Messingers Methode bestimmt. 

_Ausserdem wurde gleichzeitig zwecks des Vergleiches das 
Aceton in je 500ccm Filtrat des nach Schenk geronnenen 
Normalblutes, das zum Durchblutungsversuch gedient hatte, nach 
Messinger-Huppert bestimmt. 

Die bei der Leberdurchblutung unter Zusatz von Malonsiure 
erhaltenen Resultate sind in der nebenstehenden Tabelle I 
zusammengestellt. 

Die Kolonne 7 dieser Tabelle zeigt die gebundene Menge 
der 1/10 n-Jodlésung in dem destillierten Anteil: a) von 500cem 
Filtrat des Normalblutes; b) von 500ccm Filtrat des Durcb- 
blutes; c) von 500ccm Filtrat des Durchblutes nach der Rede- 
stillation mit Silberoxyd. In der Kolonne 8 findet man die 
Differenzzahl von b) und c) représentiert als die Menge einer 
durch Silberoxyd zerst6rbaren und 1/10 n-Jodloésung bindenden 
Substanz von 500ccm Filtrat des Durchblutes. Aus Kolonne 9 
ist die Menge des pro Liter Blut neugebildeten Acetons, das aus 
c) und a) berechnet wurde, ersichtlich. 

Die neun Versuche, die ich unter Zusatz von Malonsdure 
zam Durchblutungsblute ausgefiihrt habe, zeigen ubereinstimmend, 
dass bei der Durchblutung mit Malonséure nicht unbetrachtliche 
Mengen einer jodbindenden fliichtigen Substanz entstehen, die 
durch Silberoxyd zerstért wird und demnach kein Aceton ist. 

Die nach dem Verfahren von Masuda (1912) ermittelten 
Acetonwerte (19 mg pro Liter Blut) ergeben nur in zwei Versuchen 
(Versuch 2 und 6) eine Steigerung des pro Liter Blut neugebildeten 
Acetons. In diesen beiden Versuchen liegt die Moglichkeit vor, 
dass das neugebildete Aceton aus der der Durchblutungsfliissigkeit 
yugesetzten Malonséure herrihrt. Sollte diese Annahme zutreffen, 
so kénnte man diesen Ubergang von Malonsiiure in Acectessigsiure 
durch ein intermediires Auftreten von Essigsiure deuten: 
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COOH. 
CH, —+> CH, COOH —» CH. CO. CH,.CO0H 
\cooH 
Malonsiiure Essigsiiure Acetessigsiure 


Immerhin bieten diese beiden positiv ausgefallenen Versuche 
einen Hinweis darauf, dass auch intermediir auftretende Essig- 
siiure in Acetessigsiiure tbergehen kann, ein Hinweis, der in 
Anbetracht der Rolle, die die-Essigsiiure im Sinne der typischen 
8-Oxydation beim Abbau der Fettséiuren spielt, Beachtung 
beansprucht. 


II. UNTrERSUCHUNG UBER DIE JODBINDENDE UND DURCH 
SILBEROXYD ZERSTORBARE SUBSTANZ AUS MALONSAURE. 


In einer Untersuchung haben G. Embden und M. Op- 
penheimer (1912) die Beobachtung gemacht, dass die 
Breuztraubenséure in der kiinstlich durchbluteten Leber Acetessig- 
siiure bildet. Diese Bildung trat nicht mit vodlliger Regelmassig- 
keit ein. Sie waren der Ansicht, dass der Weg von der Brenz- 
traubensiiure zur Acetessigsiure offenbar uber Acetaldehyd fthre 
und die vielleicht unter Aldolkondensation erfolgende Acetessig- 
siiurebildung aus dem Acetaldehyd nur eine Nebenreaktion sei, 
wahrend der Hauptweg des Acetaldehydabbaues tiber Essigsdure 
fthren dirfte, woftr der Beweis aber noch aussteht. 

A. Loeb (1912) hat in zehn ubereinstimmenden Versuchen 
festgestellt, dass die Essigsiure den Umfang der Acetessigsiiure- 
bildung in der Leber unter den von Embden und seinen Mitar- 
beitern gewadhlten Bedingungen ganz regelmissig und ganz be- 
trachtlich steigert. Er erklirte diese Beobachtung durch die 
Annahme, dass die Gegenwart der Essigsiiure den Abbau der 
Acetessigsiure hemmt, wobei der folgende reversible Gleichung 
in Betracht kommt : 


CH;. CO. CH,.COOH + H,O ~~ CH;.COOH + CH;.COOH 
Acetezsigiure Essigsiure Essigsiiure 
Auch konnte die Essigsiiure hemmend auf die Oxydation von 
Acetaldehyd zu Essigséiure einwirken, sodass der in der Leber 
gebildete Acetaldehyd in vermehrtem Umfange einen Seitenweg 
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zur Acetessigsdure einschligt (vgl. Embden und Oppenheimer). 
Kine derartige Fo:mulierung kénnte besagen, dass man eine direkte 
Neubildung von <Acetessigsiure aus der Essigsiiure annehmen 
muss, wobei ein Molekul Essigsiure mit einem zweiten unter 
Wasseraustritt zu Acetessigsiure zusammentreten wiirde. 

Dieses Resultat von Loeb steht im Gezgensatz zu Angaben, 
dis EK. Friedmann (1908) gemacht hat, nach denen er eine 
EKinwirkung der Essigsiéure auf die Grosse der Acetessigsiure- 
bildung in zwei DurchstrOmungsversuchen nicht hatte feststellen 
konnen. Friedmann (1913) hat deshalb nachher diesen Wider- 
spruch durch die Durechblutungsversuche aufzukliren versucht. 
Er fand, dass das Blut, dem Essigsiure zugesetzt war, beim 
Durchleiten durch die glykogenarme Leber in drei Versuchen den 
Umiang der Acetessigsiurebildung tibereinstimmend zu erhdhen 
vermag, wahrend in der glykogenreichen Leber in vier Versuchen 
die Acetessigsdiure nicht neugebildet wurde. Damit koénnte also 
nur in der Leber, die sich im Zustand der Glykozgenverarmung 
befindet, eine Acetessigsiurebildung von Essigsdure stattfinden. 
Er hat daraufhin die Vermutung ausgesprochen, dass dieser Reak- 
tionsmechanismus modglicherweisesdurch Kondensation von inter- 
mediar entstandenen Acetaldehyd mit Essigsiure im Sinne der 
folgenden Formeln zu deuten sei: 


CH, CH; 
CH; | | 
| CH(OH) CO 
CH. 
CH; CH; | ees ——> | 
| - OH. CH, CH, 
COOH. CHO dean oe eae 
Essig- Aoetal- Croton- B-Oxybutter- Acetessig- 
siiure dehyd siiure siiure siure 


In diesem Zusammenhang diirfte es auch von Interesse sein, 
an die friheren Versuche von Friedmann (1908) zu erinnern, bei 
denen der Acetaldehyd den Umfang der Acetessigsiurebildung 
bei der Leberdurchblutung von ausgehungerten Hunden zu steigern 
vyermochte. Bei der chemisch leichten MKondensierbarkeit des 


448 G. Momose : 


Acetaldehyds zum Aldol und der nachgewiesenen Bildung von 
Acetessigsiiure avs Aldol hat er die Vermutung ausgesprochen, 
dass die Synthese der Acetessigsiure bei der Durchblutung aus 
Aldehyd iiber die Zwischenstufe des Aldols verladuft und hat 
diese Reaktionskette in folgender Weise formuliert : 


I. CH;.CHO + CH,;.CHO —— CH;.CH(OH).CH,.CHO 
Acetaldehyd Acetaidehyd Aldol 
Il. CH,CH(OH).CH,.CHO+0 — CH,.CH(OH).CH,.COOH 
Aldol f-Oxybuitersiiure 
11. CH,.CH(OH).CH,.COOH +O— CH,CO.CH,.COOH +H,0 
f-Oxybuitersiiure Acetessigsiiure 
IV. CH;.CO.CH,.COOH — CH,CO.CH; +CO, 
Acetessigsiuro Aceton 


Wenn der Reaktionsmechanismus von Loeb, wonach die 
Essigsiure in der Leber direkt in Acetessigsdure ubergeht und 
der Acetaldehyd unter den Versuchsbedingungen der Durch- 
blutungsexperimente in Essigsiiure umgewandelt werden kann, die 
richtige Deutung ware, so sollte die Formulierung Friedmanns 
an Beweiskraft verlieren, weil’ sodann dabei mit der Méglich- 
keit zu rechnen ist, dass die Bildung von Acetessigsdure aus 
Acetaldehyd nicht tber die Zwischenstufe des Aldols, sondern 
uber die der Essigsiure verliuft. 

Unter diesen Umstiinden habe ich ausdriicklich im I. Teil 
bemerkt, dass die Malonsdure bei der Leberdurchblutune auf dem 
Weg uber die Essigsiure zur Acetessigsiure zur Acetessigsdiure 
abgebaut zu werden und daneben gleichzeitig eine nicht un- 
betraichtliche Menge von jodbindenden, mit Silberoxyd zerstérbaren 
Substanzen neuzubilden vermag. Auf welche Weise kann mann 
nun aber die aus Malonsdure entstandene Essigsiure in Acetessig- 
sdure ubergehen? Vielleicht liesse sich daftir eine Erklarung 
geben, wenn die Natur dieser jodbindenden, mit Silberoxyd 
zerstorbaren Substanz klargestellt wiirde. Trotzdem Masuda und 
Ohta zuerst gefunden haben, dass bei der Durchblutung der 
uberlebendenx Lebern unter Zusatz von Dikarbonsiuren flichtige 
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jodbindende, mit Silberoxyd zerstérbare Substanzen auftreten, haben 
sie doch tiber die Natur dieser Substanzen keine Aufklarung 
gegeben. Fur mich war es aber sehr interessant, die Natur dieser 
aus Malonsdure entstandenen jodbindenden, mit Silberoxyd zerstor- 
baren Substanzen eingehend zu erforschen. Es ist aber ganz 
ausgeschlossen, dass diese Substanz aus dem Filtrat rein darge- 
stellt wurde, da die gefundenen Mengen zu gering sind. Ich 
bemuhte mich deshalb, die Filtrate des nach Schenk geronnenen 
Durchblutes, das in den vorliegenden Versuchen benutzt wurde, 
sowie einige theoretisch in Erwigung kommende Substanzen fur 
die Vergleichsversuche in folgender Weise vergleichend zu unter- 
suchen, um die Natur der fraglichen Substazn zu eruieren. 


Versuch 10. 


1cem Aceton wurde mit Wasser auf 100ccm und _hiervon 
10 ccm auf 1000 ccm aufgefullt. 

100 ccm dieser Losung wurden nach dem Zusatz von 400 cem 
Wasser direkt destilliert, das Destillat wurde nach Messinger- 
Huppert titriert. Es wurden 8.60ccm 1/10 n-Jodlésung ver- 
braucht. 

Anderseits wurden 100 ccm der Losung nach dem Zusatz von 
400 cem Wasser destilliert, das Destillat wurde mit Silberoxyd 
behandelt, nochmals destilliert und das Destillat titriert. Ver- 
braucht wurden 8.30 ccm 1/10 n-Jodlésung. 

Dieses Verhalten des Acetons zeigt, dass die im Filtrat des 
Durchblutes vorhandene jodbindende, mit Silberoxyd zerstorbare 
Substanz kein Aceton ist. 


Versuch 11. 
(Fir diesen Versuch wurde das Filtrat von 
Versuch 2 benutzt.) 
500 cem Filtrat wurden destilliert. Das Destillat wurde mit 
Wasser auf 400ccm aufgefillt. Zwei Parallelvesruche wurden 


angestellt. 
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200 ccm davon einerseits direkt mit Kaliumbisulfitl6sung nach 
Ripper behandelt und mit 1/10 n-Jodlésung zuriicktitriert. Es 
wurden 15.82 cem 1/10 n-Jodlésung fur die beautzten 20.00 ccm 
KHSO;-Lésung verbraucht. 

Anderseits wurden 200 cem davon zuerst mit Silberoxyd be- 
handelt und destilliert, das Destillat mit Wasser auf 200 cem gefullt, 
nach Ripper behandelt und dann titriert. Es warden 15.65 ccm 
1/10 n-Jodlésung fiir die 20.00 cem KHSO;-Lisung verbraucht. 

Titer der benutzten Kaliumbisulfitlosung : 

1/10 n-Jodlésung : KHSO,-Lésung — 15.90 cem : 20.00 cem 

Diese Zahlen zeigen, dass das Viltrat sich vor und nach der 
Oxydation mit Silberoxyd gegeniber der Kaliumbisulfitlosung nicht 
anderte und zwar mit der letzteren in keine oder nur spurenweise 
Bindung eintrat. Das Resultat besagt, dass die mit Silberoxyd 
zerstorbare Substanz im Filtrate kaum in nachweisbarer Menge 
vom Kaliumbisulfit gebunden wird. Allerdings zeigen die Analy- 
senzahlen eine spurenweise Bindung, aber innerhalb der Versuchs- 
fehlergrenzen, sodass man dabei nichts Sicheres sagen kann. 


Versuch 12. 


1ccm Acetaldehyd wurde mit Wasser auf 100 ccm aufgefullt 
(Lésung I); hiervon wurden 10 ccm auf 1000 ccm aufgefillt 
(Lésung IT). 

100cem von der Lésung II wurden mit 400cem Wasser 
verdunnt und direkt destilliert. Das Destillat wurde nach Mes- 
singer-Huppert jodmetrisch titriert, verbraucht wurden 4.30 cem 
J/10 n-Jodldsung. 

100 cem von der anderen Portion der Lésung II wurden mit 
400 com Wasser verdtnnt, destilliert, das Destillat mit Silberoxyd 
gekocht und destilliert, dieses Destillat titriert, verbraucht wurden 
0.45 com 1/10 n-Jodlésung. 

15 ccm von der Lésung J wurden mit Wasser auf 1000 ccm 
aufgefullt, 100cem dayon mit 400cem Wasser verdiinnt und 
destilliert. Das Destillat wurde mit Wasser auf 500 ccm gefiillt, 
mit Kaliumbisulfitlosung nach Ripper behandelt und mit 1/10 
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n-Jodlésung zuriicktitriert. Es wurden 17.10 cem 1/10 n-Jodlésunz 
fur die benutzten 20.00 cem KHSO,-L6sung verbraucht. 
Titer der benutzten Kaliumbisulfitlésung : 
1/10 n-Jodlésung : KHSO,-Liésung — 20.98 cem : 20.00 com 


Die Versuche zeigen, dass Acetaldehyd zwar vom Silberoxyd 
zerstort, aber anderseits, wenn nicht mit Silberoxyd vorbehandelt, 
sofort vom Kaliumbisulfit gebunden wird. In Anbetracht der 
Versuche 11 und 12 sieht man, dass die im Filtrat des Durch- 
blutes vorhandene jodbindende, mit Silberoxyd zerstérbare Sub- 
stanz kein Acetaldehyd ist. 


Versuch 13. 


2¢ 6-Oxybuttersiure wurden in wenig Wasser gelist und 
mit Natronlauge genau neutralisiert; die Lésung wurde auf 
1000 cem aufgeftllt (Lésung JT). 100ccm von der Lésung I 
wurden mit 900ccm Rinderblut versetzt, diese Flissigkeit nach 
Schenk enteiweisst und filtriert. Das ganze Filtrat wurde mit 
Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit, filtriert, das Filtrat 
durch Luft vom Schwefelwasserstoff befreit und filtriert,600 ccm Fil- 
trat wurden mit Natronlauge genau neutralisiert, mit wenig Salz- 
siure angesiuert und im Vakuum auf 600 ccm eingeengt (Losung I). 

300cem von der Lésung II wurden direkt destilliert, das 
Destillat nach Messinger-Huppert jodmetrisch titriert. Es 
wurden 4.73 ccm 1/10 n-Jodlésung verbraucht. 

300 cem von der anderen Portion der Losung IT wurden 
guerst mit Silberoxyd gekocht, dann destilliert, das Destillat 
wurde titriert. Verbraucht wurden 4.80 ccm 1/10 n-Jodlésung. 

Das Resultat zeigt, dass die @-Oxybuttersiure durch die 
Behandlung mit Silberoxyd keinen Einfluss erleidet. Somit ist 
die im Filtrat des Durchblutes vorhandene jodbindende, mit 
Silberoxyd zerstérbare Substanz keine @-Oxybuttersdure. 


Versuch 14. 


0.2 ¢ Malonsiiure wurden in 200 ccm Wasser gelést, 100 ccm 
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hiervon auf 500 ccm verdiinnt und destilliert, das Destillat jod- 
metrisch titriert. Kein Jodverbrauch. 

100 cem hiervon auf 500 ccm verdiinnt, destilliert, das Destillat 
mit Silberoxyd behandelt und destilliert, das Destillat titriert. 
Kein Jodverbrauch. 

Das zur Durchblutung benutzte Priparat von Malonsiure 
zeigte somit nach der Destillation keine jodbindende Kigenschaft 
nach und vor der Behandluug mit Silberoxyd. 

Auch beziiglich der Frage, ob die jodbindende, mit Silberoxyd 
zerstorbare Substanz bei der tberlebenden Leber mit Rinderblut 
ohne Zusatz entstehen kann, hat Masuda (1912) friher die 
Beobachtung gemacht, dass eine merkliche Menge dieser Substanz 
in seinen drei Durchblutungsversuchen nicht gebildet wurde. 

Die flichtige jodbindende, mit Silberoxyd zerstérbare Sub- 
stanz, welche nach meinem Durchblutungsversuche aus Malonsaure 
herrthrte, wurde mithin infolge der Durchblutung gebildet. Be- 
treffs des Wesens der fraglivhen Substanz ertibrigt sich nun theore- 
tisch die Wahl zwischen Crotonsiiure resp. Crotonaldehyd und 
Aldol, nachdem die sonstigen denkbaren Substanzen durch die 
oben erwiihnten Vergleichsversuche ausgeschlossen sind. Croton- 
sdure ist bekanntlich nach dem Versuche yon Friedmann (1908) 
ein ausgesprochener Acetonbildner bei der Leberdurchblutung. 
Die Acetonbildung aus Malonsiiure ist aber nur geringfiigig, wie 
man aus der Tabelle I ersieht. Wenn die Crotonsiiure resp. Croton- 
aldehyd dabei intermediadr entstanden wiire, mtisste die Acetonkér- 
perbildung aus Malonsiure noch reichlicher stattfinden, und zwar 
gibt es keinen Grund mehr, dass das Endprodukt Aceton resp. 
Acetessigsdiure trotz der relativ massenhaften Bildung der leicht 
ubergangbaren Zwischensubstanz (Crotonsiiure) so wenig bleibt. 
Crotonsiiure resp. Crotonaldehyd darf man wohl somit ausser Acht 
lassen. Ich beschaftigte mich deshalb nunmehr mit Aldol. 


Versuch 15. 


Aldol wurde im Vakuum frisch destilliert. 1g Substanz 
wurde mit Wasser auf 100 ccm aufgefillt, hiervon wurden 10 cem 
auf 1000 ccm aufgefullt. 
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100 ccm Lésung wurden mit 400 com Wasser verdiinnt 
und direkt destilliert, das Destillat wurde nach Messiger- 
Huppert titriert, verbraucht wurden 6.58 cem 1/10 n-Jodlésung. 

100 cem Losung wurden mit 400 cem Wasser verdiinnt, destil- 
liert, das Destillat mit Silberoxyd gekocht und destilliert, dieses 
Destillat titriert; verbraucht wurden 0.78 ccm 1/10 n-Jodlésung. 

100 cem Losung wurden mit 400 ccm Wasser und Silberoxyd 
versetzt. Diese Flussigkeit warde 1 Stunde am Rickflusskithler 
egekocht, nach vollstaéndigem Erkalten destilliert und das Destillat 
titriert. Es wurden 0.70 ccm 1/10 n-Jodlésung verbraucht. 

100 ccm Losung wurden nach Zusatz von 400ccm Wasser 
mit Kaliumbisulfitlésung behandelt (80 Minuten stehen gelassen) 
und nach Ripper titriert. Es wurden 13.89 ccm 1/10 n-Jodlésung 
fur die benutzten 20.00 com KHSO;-Losung. verbrauchit. 


Titer der benntzten Kaliumbisulfitlésung : 
KHSO,-Lésung:1/10 n-Jodlésung——20.00 ccm : 14.82 com 


Aldol ist demnach jodbindend und durch Silberoxyd oxy- 
dierbar, wird unter der Versuchsbedingung nur trig und wenig 
vom Kaliumbisulfit gebunden. Diese in einer geringen Masse 
Kaliumbisulfit bindende Eigenschaft des Aldols spricht kaum gegen 
die Identitait mit der fraglichen Substanz im Durchblutungsfiltrate, 
sondern vielmehr dafiir, wenn man die starke Verdunnung der- 
selben in dem Filtrate in Erwigung zieht. Die jodbindende, durch 
Silberoxyd zerstérbare Substanz im Darchblutungsfiltrate ist mithin 
héchstwahrscheinlich Aldol. 

Vor kurzer Zeit ist es auch R. Fricke (1922) gelungen, 
durch Verarbeitung einer grossen Menge sauren Harns von sch- 
weren Diabetikern die Anwesenheit von geringen Mengen Aldol 
nachzuweisen. 

Ich habe schon beobachtet, dass bei dem Abbau der Malon- 
siure ausser Aldol gleichzeitig Acetessigsiure neu gebildet wurde. 
Diese Tatsache koénnte so gedeutet werden, dass zwei Wege beim 
Abbau der Malonsiiure in der Leber vorhanden sind. 

J. Die Malonsiure kann sehr leicht durch die Abspaltung 
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von Kohlensiure in Essigsaure tibergehen; die Essigsiiure konden~ 
siert, wie Friedmann gezcigt hat, mit intermediir aufgetretenem 
Acetaldehyd zur Crotonsiure und geht dann in Acetessigsdiure 
tuber. Dies wird in folgenden Formeln gezeigt: 


I. COOH.CH,COOH —— CH;.COCH. 
Malonsiiure Essigsiure 
I. CH,cCHO+-CH.COOH —— CH.CH=CH_.COOH == 
Acetaldehyd Ess gsiiure Crotonsiiure 
CH,.CH(OH).CH,.COOH > CH,.CO.CH,.COOH > CH,.CO.CHs 


B-Oxybuttersiure Acetossigsiiure Aceton 


Dieser Reaktionsmechanismus kénnte deshalb mit grésserer 
Wabrscheinlichkeit in Erwigung gezogen werden, als der von 
Loeb (vgl. oben A. Loeb und E. Friedmann), weil das Aldol 
aus der Malonsiiure entsteht. Aber die Méglichkeit dieser Reak- 
tionsprozesse sehe ich nur als eine Nebenreaktion an. Wenn die 
Malonsiiure zum gréssten Teil auf dem Wee tber die Crotonsdure 
zur Acetessigsiiure umgebaut werden kann, so muss man, wie 
schon erwiahnt, eine noch betrichtlichere Entstehung von Acetessig- 
siure in der Leber beobachten, weil die Crotonsdiure nach den 
Versuchen yon Friedmann ein ausgezeichneter Bildner yon 
Acetessigsaure ist. 

2. Der Hauptweg des Umbaues der Malonsiure wird zum 
Aldol fuihren. In den Resultaten meiner Durchblutungsyersuche 
wurde das Aldol in allen Fallen tbereinstimmend von der Malon- 
sdure in betrichtlichem Masse erzeugt und die Acetessigsiure 
resp. Aceton nur in zwei (Versuch 2 und 6) unter neun Versuchen 
gebildet. Dies durfte so zu deuten sein, dass die Essigsdure, die 
aus der Malonséiure abgebaut werden kann, vielleicht im tierischen 
Organismus zu Acetaldehyd reduziert werden kann, und dass dann 
zwei Molekule Acetaldehyd, wie Friedmann (1908) erstmalig 
in vivo festgestellt hat, sich zum Aldol kondensieren dirften. Es 
ist also sehr wohl denkbar, dass ein Teil des Aldols, des Produktes 
aus Malonsiure, unter physiologischen Bedingungen zu Acetessig- 
siure zu oxydierea vermag. Diese Reaktionsyorgiinge méchte ich 
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im folgenden Schema zeigen : 


I. COOH.CH,.COCH ——~CH;.COOH —— CH..CHO 


Malonsiiure Essigsiure Acetaldehyd 
It CH;.CHO + CH. CHO —— CH;.CH(OH).CH,.CHO 
Acetaldehyd Acetaldehyd Aldol 
Ii. CH;.CH(OH).CH,.CHO— CH;.CO.CH,.COOH > CH;.CO.CH, 
Aldol Acetessigsiiure Aceton 


Dies weist darauf hin, dass die Essigsiure unter den Versuchs- 
bedingungen des Durchblutungsexperimentes zu Acetaldehyd redu- 
ziert werden und auf dem Wege iber das Aldol in Acetessigsiue 
ubergehen kann. 

Viele frtthere Untersuchungen ergaben das Resultat, dass die 
verschiedenen Arten der Fettsiéuren, Aminosiéiuren und Spaltpro- 
dukte von Kohlehydraten im 'Tierkérper in Acetessigsdure zerleet 
werden k6nnen, wobei in Betracht gezogen wurde, dass die Essig- 
sdiure wahrscheinlich als eine Zwischenstufe bei deren Abbau- 
prozessen intermedidr gebildet wird. Die Bildung von Acetessig- 
sdure aus Essigsdure ist aber noch nicht eindeutig festgestellt. 
Wenn also mein Studium tuber das Verhalten der Malonsiure in 
der tiberlebenden Leber zur Frage der Acetessigsdurebildung aus 
Tissigsaure einen Beitrag geliefert hat, so ist damit gewiss ein 
Fortschritt erzielt, da der Ubergang der Malonsiure zu Acetessig- 
sdiure nicht anders als tiber Essigsiure geschehen kann. 


TIT. Uprer DAS VERHALTEN DER D-ZUCKERSAURE 
UND D-WEINSAURE IN DER LEBER. 


Ich habe das physiologische Verhalten der Malonsdure, des 
Anfangseliedes der Dikarbonsidure, im Tierkérper duzch die wber- 
lebende Leber untersucht. Nun ist es sehr interessant, die andere 
Reihe der Dikarbonsiiure daraufhin zu studieren, ob sie auch wie 
die Malonsiiure Aldol sowie Acetessigsiure in der Leber bilden 
kann. Hier wurden zwei Dikarbonséuren, d-Zuckersiiure und d- 
Weinsiure, ausgewihlt und die Durchblutung an der tberleben- 
den Leber von Hunden, welche 24 Stunden gehungert hatten‘ 
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ausgefthrt. Die Technik der Versuche war die gleiche wie in 
den Versuchen, die ich unter Zusatz von Malonsiure angestellt 
habe. Unter Beriicksichtigung der oben erwihnten Beobachtung 
von Friedmann, dass nur in glykogenarmen Lebern die Essig- 
sdure Acetessigsdure zu bilden vermag, habe ich in allen Versuchen 
dea Glykogengehalt in der Leber yon 24 Stunden hungernden 
Hunden bestimmt. Vor Beginn der Durchblutung wurde ein 
Leberlappen abgebunden und die Glykogenbestimmung nach 
Pfluger ausgefihrt. Samtliche Ergebnisse sind aus der neben- 
stehenden Tabelle JI ersichtlich. Die Versuche wurden immer 
mit 6g Substanz, ausgenommen Versuch 16, mit Ammoniak 
neutralsiert, ausgeftihrt. 

In Tabelle ITI ist zuerst der Glykogengehalt in der Leber 
des Hundes nach vierundzwanzigstiindigem Hungern gezeigt; er 
schwankt bei den sieben Versuchen zwischen 4.0-7.1%. Betrachtet 
man Kolonne 5 und 6 der Tabelle, so sieht man, dass zwischen 
Zuckersiure und Weinsidure innige Beziehungen bestehen. Die 
Werte der von den 500 ccm Durchblutungsfiltrat erhaltenen jod- 
bindenden, mit Silberoxyd zerstorbaren Substanzen sind 1.06, 1.46 
und 0.85 cem—ausgenommen Versuch 16—von ZYuckersiure und 
0.90, 1.78 und 1.08cem von Weinséure. Aus Kolonne 6. ist 
ersichtlich, dass die Zuckersdiure ebenso die Weinsdure in der 
Leber Acetessigsiure nicht bilden kénnen, wihrend die Malonsaure 
als Acetessigsdurebildner erkannt wurde. Diese Resultate stehen 
in Widerspruch mit den Angaben von Masuda (1912), der in 5 
Versuchen mit 6 g Zuckersdure 43.0, 67.0, 104.0, 113.0 und 221.0 
mg, und mit denen von Ohta (1912), der in vier Versuchen mit 
6 g Weinsiure 46.0, 79.0, 90.0 und 93.0 mg neugebildetes Aceton pro 
Liter Durchblutungsblut gefunden hat. Worauf dieser Widerspruch 
zwischen den Versuchen der genannten Autoren und meinen eigenen 
trotz derselben Versuchsbedingungen zurtickzufthren ist, kann ich 
nicht sagen, ich mochte hier nur an die frthere Arbeit von 
J. Wirth (1911) einnern und seine Versuche mit Zuckersdure 
yum Vergleich heranziechen. Wie in seiner 'Tabelle ITI ersichtlich, 
sind die neugebildeten Acetonmengen in den sechs Versuchen— 
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Versuch 6 und 10 wurden wegen der darin vorgekommenen 
Storungen ausgenommen—39.0, 52.0, 53.0, 55.0, 73.0 und 89.0 mg 
pro Liter Blut. In diezen Zahlen sind vielleicht die Werte der 
jodbindenden, mit Silberoxyd zerstorbaren Substanz zusammen. 
enthalten. Wenn man also diese Werte, auch wenn sie sehr 
gering sind, von der von Wirth angegebenen Acetonmenge abzieht, 
so sieht man, dass die Zuckersiiure in diesen Versuchen den 
Umfang der Acetessigsiurebildung nicht merklich steigert. 

Jedenfalls vermochten nach meinen Versuchen d-Zuckerséu e 
und d-Weinsiiuze bei der tberlebenden Leber Acetessigsdure nicht 
zu bilden. 

Wenn man die oben erwihnte jodbindende, mit Silberoxyd 
zerstorbare Substanz, die von Zuckersdéure sowie Weinsdure 
stammte, als Aldolbildung betrachten darf, so wird vielleicht die 
Annahme berechtigt sein, dass der Weg zum Aldol tuber Essigsaure 
bezw. Acetaldehyd fihrt; aber das Vermégen der Aldolbildung 
ist dabei sehr schwach. 

Den Unterschied, der zwischen Malonsdéure und Zuckerséiure 
sowie Weinsdure besteht, konnen wir neben diesem physiologischen 
Verhalten in der isolierten Leber auch bei den klinischen Er- 
fahrungen konstatieren. Bei den diabetischen Krankheiten ist die 
Bedingung ftr das Autftreten der Acetonkérper die Kohlehydrat- 
karenz. Kohlehydrate wirken also der Bildung der Acetonkérper 
entgegen. Ebenso wirken auch andere im Organismus leicht 
verbrennbare Substanzen antiketogen. L. Schwarz (1900) hat 
bemerkt, dass die Verfitterung von Zuckersiure bei Diabetikern 
cine Herabsetzung der Acetonkérperausscheidung bewirkt. G. 
Satta (1905) hat an einem mit einseitiger Kost (Fett und Fleisch) 
geniihrtem Mann beobachtet, dass per os eingefthrte Weinsiure 
die Acetonkérper verminderte. Malonsiiure aber hat umgekehrt 
auf die Acetonkérperansscheiduag eine progressiv vermehrende 
Wirkung ausgetibt. J. Baer und L. Blum (1907) haben beim 
phloridzindiabetischen Hund auch bemerkt, dass irgend eine 
Beeinflussung der Acetonausscheidung durch die Malonsiure nicht 
vorhanden ist. 
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Auch die Ergebnisse der Durchblutungsversuche, welche an 
der Leber mit verschiedenartigen Substanzen von Embden und 
seinen Mitarbeitern (1906) ausgefiihrt wurden, stimmen mit den 
Resultaten der Untersuchungen an schweren Diabetikern von 
Baer und Blum (1906) darin iiberein, dass die Substanzen, die 
in den isolierten Lebern Aceton bilden, bei schweren Diabetikern 
die Acetonausscheidung vermehren, und dass diejenigen, die in 
der Leber bei der Durchblutung nicht zur Acetessigsiure umgebaut 
werden, bei den Diabetikern die Acetonkérperausscheidung ver- 
hindern. 

Und weiter vermag nach Embden und Wirth (1910) auch 
im Leberdurchblutungsversuche der Zusatz von Valeriansiiure, die 
keine Quelle der Acetonkérper ist, zur Durchblutungsflissigkeit 
die Acetessigsdurebildung aus Kapronsiure zu hemmen. 

Obgleich unsere Kenntnis dariiber, wie die Substanzen anti- 
ketogen wirken, noch nicht ganz geklart ist, ist doch anzunehmen, 
dass die im Durchstrémungsversuche als Acetonbildner erkannten 
Substanzen tatsdchlich im intermedidren Stoffwechsel in weitem 
Umfange als Bildner von Acetonkérpern anzusprechen sind, und 
dass die im klinischen Bild antiketogen wirkenden Substanzen im 
Durchblutungsversuche kein Aceton neugebildet haben. 

Aus diesem Grunde wird auf das Resultat meiner Versuche 
hinzguweisen sein, dass bei der Durchblutung in der isolierten 
Leber die Malonsdure Acetessigsdure bildet, umgekehrt aber die 
Zuckersiure und Weinsdure nicht. 


_GUSAMMENFASSUNG. 


Die Malonsiure kann bei der Durchblutung in der tber- 
lebenden glykogenarmen Hundeleber neben Aceton, wenn auch 
unregelmissig, nicht unbetrachtliche Mengen einer jodbindenden 
flichtigen Substanz, die durch Silberoxyd zerstért wird, bilden 
lassen. 

Diese Substanz ist aller Wabrscheinlichkeit nach Aldol. 

Den Ubergang von Malonsiure in Acetessigsiure kann man 
nur durch das intermediire Auftreten von Essigsiure erkliren. 
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Fiir das weitere Uebergehen dieser Essisiiure in Acetessigsdure 
bestehen zwei chemische Moglichkeiten. 

Die Essigsiure kondensiert sich mit intermediir aufgetretenem 
Acetaldehyd zu Crotonsiure ; die Crotonsiiure geht auf dem Weg 
uber die (-Oxybuttersiiure in Acetessigsiiure tber. Aber die 
Moglichkeit dieser Reaktionsprozesse ist m. E. eine Nebenreaktion. 

Der Hauptweg des Umbaues der Essigsiure kann zum Aldol 
fiihren; Aldol geht in Acetessigsiure tiber, denn die intermediare 
Crotonsiurebildung bei der Durchblutung der Malonséure ist durch 
meine Versuchen héchst unwahrscheinlich gemacht. 

Die Aldolbildung aus Malonsiure bietet einen Hinweis darauf, 
dass die Essigsiiure im tierischen Organismus zu Acetaldehyd 
reduziert werden kann. 

d-Zuckersiiure und d-Weinsiiure vermégen in der isolierten 
elykogenarmen Leber Acetessigsiure nicht zu bilden. 

Nach Durchblutung mit d-Zuckersiure sowie d-Weinséure 
lisst sich eine jodbindende, mit Silberoxyd zerstérbare Substanz 
nachweisen. Diese Substanz ist vielleicht auch Aldol, aber die 
gebildete Menge ist sehr gering. 

Die Ergebnisse bei der Durchstroémung mit Malonséure und 
Zuckersiure sowie Weinsiure stimmen mit den Resultaten der 
von friiheren Autoren ausgefiihrten Stoffwechselversuche an sch- 
weren Diabetikern tberein. 

Die Untersuchung wurde im Laboratorium der I. med. Klinik 
der Kgl. Charité zu Berlin unter Leitung von Professor E. Fried- 
mann ausgefthrt. Wegen des plotzlichen Ausbruches des Welt- 
krieges musste ich das Untersuchungsprotokoll dort liegen lassen. 
Erst neulich konnte ich es wieder in meine Hand bekommen. 
Somit erlaube ich mir die ganzen Untersuchungsergebnisse zusam- 
mengestellt zu publizieren, indem ich den ersten Teil, Versuche 
mit Malonsiure, wieder rekapituliere, welche schon vorlaiufig 
(damals bin ich ther die Natur der jodbindenden flichtigen Sub- 


stanz noch zu keinem abschliessenden Urteil gekommen) kurz 
berichtet wurden. 
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CHEMICAL STUDIES ON HEMATOPORPHYRIN 
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II. The Relationship Between Anemia and Fibrinogen 
Content of Blood. 
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(Received for publication, September 5, 1924.) 


I. INTRODUCTION. 


In the previous paper it was pointed out by the author 
(1924) that in the blood of hematoporphyrin rabbits exposed to 
the sun light the amount of erythrocytes aud hemoglobin were 
decreased, while at the same time the contents of fat and fibrin 
were increased. As it seemed to me interesting to find out 
whether or not the decrease of erythrocytes and the increase of. 
fibrinogen have any direct causal relationship this research has 
been undertaken. 

It is a known fact that anemia is accompanied with a certain 
degree of increase in the amount of fibrinogen of blood. The 
increase of fibrinogen in our case may, therefore, be induced only 
as the effect of anemia caused by hematoporphyrin. It is, however, 
also possible that the increase of fibrinogen is a direct result of 
the action of hematoporphyrin on the animal and appears together 
with anemia. To decide this point anemia was produced by 
successive bleedings on rabbits and the grade of fibrinogen 
increase in these cases was compared with that of homatoporphyrin 


animals. 
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TABLE I. 
The weight of rabbits: No. 2 = 2460gm.; No. 3 = rng 


Namber Hemo- | Fibrin 
of ery- globin N 
threecy-| per per 
tes per 100 cem} 100 ee. 
emm,. | blood | plasma 


Number | Hemog-! Fibrin 
erytt- lobin N 
reeytes | per 


per 
per (100 com) 100 ce. 
emm. | blood. | plasma 


Blood 
drawn 


mill. gm. 


gm, mill. gm. Re gm. 
28. Nov. 47 | 101 | 00504 ba 115 | Q.0588 
29 45 | 86 | 40 S4 | 0.0701 
30 40 | 79 | 0.0672 40 8.6 | 0.0799 
4. Deo. ) 33 74 | 0.0729 
; 30 65 | 0.0504 
3 30 | 72 25 62 | 
5 37 | 81 | 0.0578 24 62 | 0.0518 
6 41 8.6 3.0 6.7 | 0.0603 
7 38 89 28 67 | 0.0616 
8 34 84 21 72 | 0.0616 
9 33 72 | 00799 30 72 | 0.0588 
10 34 | 72 | 0.0397 41 69 | 0.0701 
2 35 | 79 | 0.0757 38 74 | 0.0644 
13 37 | 79 | 00686 a1 74 | 0.0588 
T aa | 7a 37 74 
15 34 | 32 | 0.0808 42 SA 
16 34 ) 69 | 0.0546 38 7.4 
az 39 | 72 | 0.0546 3.6 72 
19 a) 3.7 81 | 0.0588 
20 40 | 72 | 0.0586 33 72 
21 34 | 69 | 0.0388 29 6.7 | 0.0630 
22 32 72 | 0.0508 Q1 5.3 | 0.0771 
23 Q7 72 | 0.0644 23 5.0 | 0.0757 
24 3.0 74 | 00616 26 6.0 | O.O7Tr 
25 3.8 | 7.7 | 0.0630 31 69 | 0.0688 
26 3.9 84 | 0.0588 33 81 | 0.0729 
30 48 10.1 | 0.0574 51 10.1 | 0.0533 
924 
23. Jan 6.0 125 | 0.0532 63 122 | oo 
15. Feb 6.0 12.7 | 0.0574 63 12.2 | 0.0673 
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It. Tse Amount oF FrprinoGeN AnD EryrHrocyrrs 
IN THE BuLoop oF RABBITS BY THE 
SUCCESSIVE BLEEDINGS. 


The albino rabbits weighing between 2 and 3 kg. were 
fed every afternoon with 109% their body weights of “Okara” 
‘and 5% of green vegetables. Early in the morning after the 
count of red blood cells and the determination of hemoglobin 
contents were taken in each animal, about 12 cc. of the 
blood was taken out by means of a syringe, loaded with 0.06 
gm. of powdered potassium oxalate, from the marginal ear yein, 
which was made hyperemic with the previous application of 
xylene. The plasma was then separated from the blood corpuscles 
by a centrifuge and 5 cc. of it were used for the detremination 
of fibrinogen by the method of Cullen and Van Slyke (1920). 
Whenever the clotting of blood in the syringe occurred the deter- 
mination was naturally broken off. The results of these determi- 
nations are shown by the examples of 2 cases in the preceding 
table. 

As this table indicates, the increase of fibrinogen was not so 
obvious, although the number of erythrocytes decreased sometimes 
to a half of their normal value. 

The amount of erythrocytes and fibrinogen in the blood of a 
hematoporphyrin rabbit on the other hand was found in the 
previous experiment to be as follows. 


TABLE II. 


Average of several experiments. 


0 OOS SSO EEE 


os Number of erythrocytes Fibrin N per 100 ce. 
Condition 


per cmm. plasma 
mill. gin. 
normal rabbit 6.2 0.058 
hematoporphyrin 51 0.135 


rabbit 
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If we compare these two tables it can be clearly understood 
that the anemia alone can not be accounted for by the increase 
of fibrinogen contents in hematoporphyrin animals, and that the 
anemia and fibrinogen increase appear as the concurrence in the 
hematoporphyrin rabbit. 


Ill. Summary. 


he anemia and the increase of fibrinogen amount in the 
blood of hematoporphyrin rabbit exposed to the sun light ought 
to be interpreted as the concurrent phenomena. 


The writer wishes to thank Professor S. Kakiuchi for 
advice throughout the course of the investigation. 
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I. Inrropvucrion. 


In the preceding papers (Ohta 1924, 1925) it was poiuted out 

that the fibrinogen contents of the blood cf hematoporphyrin 
rabbits exposed to the sun light was increased to a great amount 
and this increase was not entirely due to the anemia simulta- 
neously observed in the animal. In the following pages it is 
desired to report some results of experiments which show the 
course of fibrinogen increase and decrease in the hematoporphyrin 
animal. 
In following the daily change in the fibrinogen content of 
hematoporphyrin rabbit it is quite necessary to use the possible 
small amount of blood in the determination of fibrinogen to avoid 
anemia by daily bleeding. For this purpose the following method 
of fibrinogen determination seems to be quite reliable. 


Tl. Tar DETERMINATION OF FIBRINOGEN. 


1ce. of the plasma obtained by means of a centrifuge from 
83 cc. of the oxalated blood was introduced into a tube of a 
centrifuge, which contained previously 10 ce. of 0.8% NaCl, added 
with lec. of 2.5 g/dl CaCl, and stirred very vigorously. After 
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about an hour the mixtare was centrifuged, the supernatant fluid 
was pipetted off and 10 cc. of 0.89% NaCl were again added to 
disintegrate the fibrin precipitate quite thoroughly. 

This precipitation and washing were repeated four times to 
get rid of the impurity which might have contaminated the fibrin. 
After the third time of washing the wash water indicated no trace 
of protein by hydroferrocyanic ecid reaction. When the fifth 
washing was completed the tube was inserted into a boiling water 
bath for a few minutes. By this means the fibrin shrank to a 
compact mass and could easily be transferred into a micro-kjel- 
dahl tube for further treatment. The fibrin contents were calculat- 
ed from the result of the microkjeldahl. This micromethod was 
found to have almost the same accuracy as in the macromethod 
of Cullen and Van Slyke (1920). 

Some data obtained from some blood plasma by the macro- 
and micromethod are compared in the following table. 


TABLE I, 
Fibrin N por 100 cc. plasma. 


No. of by Cullen and van | by the present micro-method 


plasma Slyke’s method with 0.5cc. plasma | with loc. plasma 
1 0.0588 | 0.0584 
2 0.0560 0.0553 0.0595 
3 0.0743 0.0739 0.0696 
4 0.0644 0.0635 0.0616 


0.5 cc. of plasma may be used insteud of 1 cc. without much lost in accuracy. 


Til. THE PROCEDURE OF THE EXPERIMENT. 


3 rabbits weighing about 2kem, were fed with the same diet 


as reported in the foregoing experiment. On the third day of 
the feeding the count of blood cell, hemoglobin content and fibrin 
amount were determined. 

On the fourth day after the blood for the determination of 
blood corpuscles, hemoglobin and fibrinogen had been taken a 
certain amount of hematoporphyrin corresponding 0.5gm. per kgm. 
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body weight was injected subcutaneously and placed in a sunny 
place for from 2.5 to 4 hours. On every succeeding day the blood 
determination and the exposure to the sun light were repeated 
for about three weeks and the last blood determination was 
also performed at the end of the fourth week. 

At the same time a control experiment was undertaken with 
two rabbits, in which 3 cc. of blood were taken out every day 
and the same determinations as those of the main experiment. 
This control experiment had the purpose to find out whether or 
not there were some changes in the number of erythrocytes, 
hemoglobin contents or fibrin amount observed during the succe- 
sive daily bleeding of 3 cc. of blood. 


TV. THe ReEsvuts. 


In the following tables the results of the experiment together 
with those of the control experiment are shown: 


TABLE It. 
The effect of the successive bleeding of 3 cc. of blood. 


Date Rabbit No. 1. Rabbit No. 2. 

11/T1I-30/TII | No. of | Hemoglo-| Fibrin N| No. of | Hemoglo-| Fibrin N 
1934 erythrocy.|bin per 100} per 100 cc.| erythrocy.|bin per 100|per 100 cs. 

percmm.| cc. blood | plasma | per cmm | cc, blood | plasma 


million gm. gm. million gm.| «gm. 
1 6.0 13.4 0.0827 
2 5.8 12.7 7.0 13.7 0.0729 
3 5.8 12.9 0.0855 5.9 13.2 0.0869 
4 6.3 13.2 0.0644. 6.7 13.4 0.0827 
6 5.9 12.5 0.0630 6.7 13.9 0.0757 
Uf 6.2 14.4 0.0588 6.1 14.4 0.0686 
8 6.0 12.2 0.0658 6.1 13.9 0.0672 
9 6.0 12.7 0.0672 6.2 13.9 0.0771 
10 5.1 12.3 0.0686 6.3 12.9 
il 5.9 12.2 0.0616 5.9 12.7 0.0644 
13 6.0 12.7 0.0546 6.0 13.2 0.0532 
16 5.3 13.2 0.0560 6.0 13.4 0.0630 
20 5.3 13.2 0.0490 6.0 14.4. 0.0518 
SL ee ee ee ee a 
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From table IT it is clearly shown that the successive bleed- 
ing of 3cc. of blood has scarecely an effect on the amount of 
erythrocytes, hemoglobin and fibrinogen. On the other hand, as 
table III indicates, the fibrinogen content of the blood increases 
quite rapidly after the injection of hematoporphyrin succeeded by 
exposure to the sun light. This increase of fibrinogen appears 
early in the days when the decrease of erythrocytes and hemo- 
globin is not so remarkable (the second days of the experiment). 
The normal condition comes back slowly in the course of about 
four weeks. 


SUMMARY. 


The daily change of amount of erythrocytes, hemoglobin and 
fibrinogen of the hematoporphyrin rabbit exposed to sun light 
was followed. 

The writer wishes to thank Professor S. Kakiuchi for advice 
throughout the course of the investigation. 
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A REVISED TITRIMETRIC METHOD OF ESTIMATING 
CO, IN SMALL AMOUNT. 


By 


S. NISHI. 


(From the Otsu Hydrobiological Station, Kyito Imperial University. 
Under the direction of Prof. R. Shoji of the 
Institute of Physiology) 


(Received for publication, October 30, 1924.) 


I. InrRopvction. 


For the purpose of estimating CO, contained in small amount 
in a gas, Warburg’s titrimetric method (1909) has widely been 
believed to be the most accurate one. The principle of his method 
is that CO, to be analysed is absorbed in a solution of barium 
hydroxide of a known concentration at 70° or 80°C and then the 
remaining Ba(OH), is titrated in the presence of BaCO, precipitate, 
using phenolphthalein as indicator. The whole procedure is 
necessarily carried on in CO,-free atmosphere. 

In this method I found a source of serious error. The 
solubility product of BaCO, is very small (1.9 x10~° at 16°C) and 
consequently the concentrations of CO,” and of HCO,’ in the 
baryta solution after absorption are negligibly minute, so long 
as the solution remains strongly alkaline. When we neutralize 
the solution by titration, however, the equilibrium of the follow- 
ing reactions 

CO, +H; H,CO; 2 H’ + HCO, = 2H" +4+C0,” 
ang Ba’* + CO,” —* BaCO, 
displace towards left side, so that a part of CO, for estimation 
is driven away in gaseous form out of the solution. ‘The velocity 
of redissolution of the BaCO, precipitate is rather slow, so that 
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the end point of the titration varies depending upon the rate of 
addition of the acid. 

Then I (1925) came to a new method, the principle of which 
is to filter off the BaCO, precipitate out of the solution before 
titration. or this purpose I composed a new arrangement, 
details of which were already reported, The difficulty of this 
method is, however, in the procedure of filtration, which is of 
course to be carried on in a CO, free medium. If a trace of the 
precipitate escapes through the filter, it will cause an error in 
the final titration. 

Now I have devised another new method in which the 
filtration is avoided. The principle of this second method is this 
that the CO, gas to be analysed is absorbed in a NaOH solution 
of a known concentration, and the remaining alkali is titrated 
directly in the presence of CO, absorbed in the solution. For 
the titration a suitable indicator must be used, to titrate the rest 
of NaOH, but not the bicarbonate coming from absorbed CO,. 

It is reasonable to believe that practically all CO, absorbed 
in a NaOH solution exists in the form of bicarbonate, as far as 
the solution is still strongly alkaline. 


OH! + CO, > HCO’ 


Suppose that the remaining NaOH is perfectly neutralized, 
then the bicarbonate will undergo hydrolysis, 


HCO,’ + H,O 2 H,CO; + OH’, 


and the reaction will be weakly alkaline. In’practical estimation 
we use N/50 NaOH. Therefore we will calculate here pH of a 
N/50 bicarbonate solution. 

The degree of hydrolysis x of a salt consisting of a weak 
acid and a strong base is expressed by 


in approximation, where K, being the equilibrium constant of the 
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acid, K,, the ionic product of water and v the dilution of the 
solution. Its OH-ion concentration is represented approximately 
by the following expression. 


POH 22 OG 4s AI i 
Vv K,v 
and 
ee eae Ky 
[OH"] 
or Py =— = log (K,,K,v) 


prere eK 3.0 a0 at 18°C for_CO,4 HO. A + HCO,’, 
Kk. = 0.73  10-™ at 18°C. 


and v = 50 for aN Solution. 
(3) 


From this equation we calculate 
pH=9.48 for 1/50 N NaHCO, solution. 


Therefore, if we titrate a mixture of N/50 NaOH and NaHCO, 
using an indicator which changes its colour at a pH which is 
adjacent to 9.5, NaOH. in the solution can be titrated without 
being disturbed by the existence of bicarbonate. 

For this purpose I tried the following six indicators, namely, 
Phenolphthalein, Thymolphthalein, Tropaeolin 0, Arizalin yellow, 
Tropaeolin OOOI, 'Trinitrobenzol, and found that only Thymolph- 
thalein is quite satisfactory. This was tested by the following 
preliminary experiments. 5 cc. of 1/50N NaOH solution was added 
with various amount of 1/50N NaHCO, solution and then it was 
titrated with 1/50N H,SO,. Each titration was confirmed by 
double or triple estimations. 
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TABLE I. 
N/50 NaOH+N/650 NaHCO, N/50 H,SO, pndicakin 
taken required 
5.00 ce. 0(5.00 cc. HO) 5.00 
Pr 1.00 5.00 
5 3.00 5.00 
> 5.00 5.00 
6.00 5.00 Thymolphthalein 
, 7.00 5.00 (0.59% in 50% alcohol) 2 gtt. 
on 8.00 4.98 
” 10.00 4.95 
7) 15.00 4.91 
Be 0(5.00 cc. HO) 5.00 
os 0.50 sal Phenolphthalein 
a3 1.00 5.10 (196 in 502% alcohol) 2 gtt. 
“A 3.00 5.20 
” 0(5.00 cc. HO) | 4.85 Trinitrobenzol (1% in 
5 5.00 <a 50% alcohol) 5 gtt. 


With other three indicators, the endpoint was very obscure, so 
that they did not change colour distinctly with the last drop of 
the acid. 

From above experiments it is known that as far as the amount 
of the bicarbonate exceeds very much that of the base, the result 
is quite satisfactory with Thymolphthalein, but not with the other 
indicators. 

By potentiometry it was found that the value of pH, at which Thy- 
molphthalein shows its blue colour slightly but perceptibly, is 9.78, 
which exceeds slightly that of N/50 NaHCO; solution, namely 9.48. 


TI. ARRANGEMENT OF THE ESTIMATION. 


The whole arrangement is described in the figure. A is the 
absorption tube composed of a spiral glass tubing of about 20 c.c. 
content, the upper end of which being widened to a capacity of 


ee 
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about 25c.c. A side tube opens at the lower end of the spiral 
from which the gas for analysis is to be bubbled into the spiral 
tube. Another ide tube connects the upper and lower part of 


Roads 


the spiral tube, the latter being situated lower than the bubbling 
opening. This serves to circulate the liquid in the tube when 
bubbled. The lower end of the absorption tube is lead by 
insertion of a tap B to an Erlenmeyer flask C of about 200 c.c 
content in which the titration is carried out. Gaseous content of 
the absorption tube and the titration flask is sucked at will by 
means of a water pump D through two wash bottles, which prevent 
the titration flash from back flow of water. The speed of the 
suction can be adjusted by megns of a tap E. F is a cylinder 
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containing a concentrated Soda solutiod and G a soda-lime tube 
by means of which the CO,free air is supplied. The bottle A 
of some 30 cc. content and the cooler I is the arrangement for 
estimating CO, content of a solution, They must be replaced 
with another arrangement, when a gas is to be analysed, which 
will be described later. 

Now we will describe the procedure of estimating CO,-content 
in a solution. First an amount of dilute H,SO,, which is sufficient 
to drive out all CO, contained in a certain amount of the solution 
for analysis, is put in the bottle H, and then it is stoppered as is 
described in the figure. On the other hand a few drops of 
Thymolphthalein (0.5% in 509% alcoholsolution) is put in the 
titration fask C. Then, by suction with water pump, the internal 
space of the whole arrangement is thoroughly washed with CO, 
free air. In this process, the absorption tube A and the titration 
flask C must be washed separately by adjusting the taps B and J 
suitably. Washing for 20 minutes is encugh, when 100-150 c.c. 
of the CO,-free air is sucked per minute. Now the suction is 
stopped, and 20ce. of N/50 NaOH solution is put into the 
absorption tube A from the burette K, the tap B being closed. 
Next the tap L is shut, and then a measured amount of the 
solution for analysis is poured from the burette M into the bottle 
H. The solution in the tubing below the tap of the burette M 
is washed down with CO, free water stored in the bottle N. On 
adding the solution into the acid in the bottle H, CO, gas is set 
free and some gas bubbles into the absorption tube. Now the 
content of the bottle H is gently boiled to drive away all CO, 
from the solution. The cooler I serves to prevent any loss of 
water from the boiling solution. When the boiling solution is 
cooled by chance, there is a danger of the alkali flowing back 
into the cooler. To prevent this danger, the tap O should be 
closed at once. While the solution is being boiled gently, suction 
is applied to the absorption tube a and then the tap L is opened 
slowly to drive all gaseous content containing CO, into the 
absorption tube. Washing per 15 minutes is quite sufficient for 
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this purpose, when about 30 ce. is sucked per minute. Now the 
tap Bis opened and the whole content in the absorption tube A 
is transfered into the titration flask, and the absorption tube is 
washed three times with CO,-free water, which is added to the 
alkali in the titration flask. The transference of the content is 
easily. attained by applying gentle suction on the titration flask. 
At last the content of the titration flask is titrated with N/50 
H,SO, solution from another burette P. 

When a gas is to be analysed, the soda-lime tube G and 
the absorption tube A should be connected in two ways. One 
way is to connect the two directly, to serve for previous washing 
of the arrangement. The other is to connect G with the bottom 
of the gas-container and also to connect its upper opening with 
the absorption tube A, which serves to drive the whole gas for 
analysis through the absorption tube. 


Ill. Accuracy oF tHe Mertruop. 


In order to test the accuracy of the method, a solution 
containing a known amount of CO, was analysed. For this 
purpose I prepared 0.750 g/L solution of Na,CO;. The carbonate 
was prepared by igniting pure bicarbonate (zur Analyse, [Kahl- 
baum). The results obtained are given in the following table. 
Each estimation was repeated ten times and its mean with 
probable error is given here. 


TABLE II. 
Na, CO, solution CO, content See 
(0.750 g/L) Calculated (means of 10 estimations) 

ce. my. mg. mg. 

1.00 0.31138 0.3€86 + 0.0093 + 0.0573 

2.00 0.6226 0.6193 +: 0.0066 — 0.0033 

3.00 0.934.0 0.9513 + 0.0045 + 0.0173 

5.00 1.5566 1.5971 + 0.0061 + 0.0405 

7.00 2.1792 2.2182 -E 0.0030 + 0.0340 

10.00 3.1132 3.1407 -£ 0.0060 + 0.0275 
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As is seen in the table, the probable error does not exceed 
0.0lmg. But there is a systematic error of +0.03mg. in 
average. 


SUMMARY. 


The principle of the new method of estimating a small 
amount of CO, reported here, is to absorb CO, in a NaOH 
solution of known concentration, and to titrate the rest of the 
alkali with a standard acid solution in existence ‘of bicarbonate 
formed in the solution, Thymolphthalein being used as indicator. 
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STUDIES ON THE RAT CARCINOMA. 


By 


MASAO IWANO. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical 
Chemistry, Tokyo Imperial University. 
Director : Prof. 8, Kakiuchi). 


(Received for publication, June 10, 1924), 


I. Inrropucrion. 


Robertson, T. B. and Burnett, T.C. (1913) have postu- 
lated a theory that lecithin inhibits the growth of tumor, while 
cholesterol stimulates it. The latter fact has been confirmed by 
Sweet, Carson-White and Saxon (1915). Luden, G. (1916) 
reports that high cholesterol value has been found in the blood 
of patients suffering from malignant-tumors. 

Though all these facts tell us explicitly that the fatty 
substances play an important role in the chemisms involved, the 
present state of our knowledge in this respect is very meagre and 
it urges the writer to study the relation more thoroughly. Some 
attention on the takes of the tumor under various conditions was 
also paid in our experiments. Though it appears not to be 
allowed to promote any theory on the basis of these scarce experi- 
mental data, it is not less important to survey the phenomena 
observed and to give possible explanations for it. 

The experiments were carried out on rat carcinom (Flexner- 
Jobling), which was delivered from the Institute of Infection- 
disease, Tokyo. 

II. Meruop. 


1. Inoculation of the tumor into the rats. 


The tumor was taken out and freed as completely as possible 
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from the surrounding tissues. Jt was then washed with sterilized 
0.89% NaCl-solution, cut into small pieces with the help of 
scissors and washed 3 times more with NaCl-solution. The 
suspension of the tumor tissue thus treated was made with NaCl- 
solution, 0,4 cc. of such tumor suspension was injected into the 


subcutaneous tissues of normal rat. 


2. Measurement of the body weight of rats and 
the size of tumors. 


As a rule, the body weight was measured weekly, bat the 
underfed rat was weighed daily for the first week. 
The size of tumors was measured in length and breadth 


every two days after they grew so large as to be able to ascer- 
tain their existence with the finger. 


3. Feeding. 


The normal ration consists of unpolished rice, vegetable, 
water and common salt, but in the case of underfeeding the 
amount of rice is reduced according to the body weight of the 
animals. For example, to the rats weighing less than 80-90 
grams the amount of rice corresponding to ;,- 3/5 of the body 
weight was given; to those weighing more, ,';—,); of their 
body weight. 


4, Methods of analysis of the tumors. 


The tumor taken out was freed from all other tissues on its 
surface, cut into small pieces and ground in mortar. About 1-1.5 
gm. of the tumor pulp was then weighed in a beaker of known 
weight, covered with 2 times its volume of absolute alcohol, 
dried at 100°C in a drying-closet to constant weight. After 
weighing in the coolness, the dried tumor tissue was placed as 
completely as possible in a paper-case, which was made of the 
fat-free filter paper and filled with fat-free cotton on its bottom. 

In order to extract completely the fatty substances adhering 
to the wall of the beaker, abous 5-10 ec. of alcohol-ether mixture 
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(38:1) was poured into the beaker, and after rubbing off the 
adherent mass with the aid of a spatula, this beaker was heated 
in the water-bath to boiling and then the content of the beaker 
was filtered off through a fat free filter paper (5 cm. diameter). 
The same operation was repeated 3 times. The filter paper was 
then folded together, placed in the same paper-case, which was 
used for alcohol-ether extraction, and extracted in Kumagawa- 
Suto’s extractor with 25 ce. absolute alcohol at 100°C for 7-8 
hours. After a certain hour of the hot alcohol extraction, the 
paper-case was transferred into a Soxleht ether extractor of the 
small size and extracted at 60-70°C with ether for 7 hours. Both 
extracts were then completely poured into the alcohol-ether extract 
above cbtained and filled to 100-150 cc. volume by adding the 
alcohol-ether mixture. A given portion of the extraction mixture 
was used for the following determination. 

1) For lecithin: 5-10 cc. of the extract were measured into 
50 ce. beaker, evaporated on the water-bath to drynes3, and the 
residue was extracted 3 times with ether. The extracts thus 
obtained were transferred into a Folin-digestion-tube. After 
the evaporation of ether had been completed in the water-bath, 
1.5 cc. of a mixture of equal parts of conc. H,SO, and cone. 
HNO, were added and the digestion was carried out as usual. 
Hereafter H,PO, was determined nephelometrically by the method 
of Bloor (1922). 

2) For cholesterol and fatty acid: 10-15 ce. of the extract 
were measured into 50 cc. beaker to which 0.1 cc. of conc. NaOH 
solution (prepared from metallic sodium) was added after tho 
removal of the smell of ether by evapozation, and the content of 
the beaker was mixed well and saponified at 100°C. for 10-15 
minutes. Cholesterol and fatty aicd in this mixture were then 
determined by Bloor’s method (1918), except that the volume 
of alcohol extract of fatty acid (in form of soap) was made up to 
10-25 cc. instead of 5 ce. in the original procedure and that oleic 
acid (1 mg. in 5 cc.) alone was used as the standard of fatty 


acid, 
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5. Analysis of blood. 


The blood used for analysis was taken out of A. femoralis 
with the aid of an injection-syringe and was weighed in 50 ce. 
beaker of known weight, added with 5 cc. absolute alcohol and 
dried in a drying-closet at 100°C to constant weight. It was 
then ground in a porcelain mortar and a certain amount of the 
eround powder was weighed in a weighed fat-free paper-case. 
The extraction with alcohol and with ether was carried out as in 
the case of the d:ied tumor sample. The treatment after extrac- 
tion was also the same as in tumor, the only difference being the 
use of 10 ce. of extract for lecithin and of 20 ce. for cholesterol 
and fatty acid determination. 


6. Determination of free cholesterol in the tumors. 


20-25 ec. of the extract were measured into a 50 cc. beaker, 
evaporated into 2-3 ce. An excess of 1% digitonin alcohol solu- 
tion was then added to the extract, mixed well and left aside for 
2-3 hours. ‘The precipitates thus obtained were filtered through 
the hardened filter paper (5 cm. diameter), washed with ether and 
alcohol several times, and its cholesterol was extracted with xylol 
at 170°C for 3-4 hours in a small extraction apparatus, specially 
designed for this purpose. After the xylol had been carefully 
evaporated at 100°C in a drying-closet the remaining cholesterol 
was dissolved in chloroform and determined colorimetrically as 
usual. By this method a trustworthy value of cholesterol is 
obtained if the evaporation of xylol is carried out carefully. 


Il. Tse Taxes AND THE GrowTH OF THE IMPLANTED 
Tumor In Rats. 


Sweet, Carson-White and Saxon (1913-1915) reported, 
that “the susceptibility of rats and mice to the transplantable 
tumors and the rate of the growth of the tumors can be influenced 
by proper dict, and further, that the tumor cells are subjected to 
the same laws of growth as the normal somatic cells, the only 
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difference being that the tumor cells possess a stronger avidity 
for the unknown substance in the diet, which are essential for 
cell growth.” 

Rous (1914) reported that “the growth of the transplanted 
tumors generally can b2 prevented or retarded by underfeeding 
the new host, but the Flexner-Jobling rat carcinoma grown 
for a short period was unaffected by the most rigorous 
underieeding.” ‘The opinion maintained by Bashford, Murray 
and Bowen (1907), that there is rhythmical rise and fall of 
the peresntage of growing tumors, was discussed by Fleisher 
(1914), who claims that the rhythmical appearances depends in 
most cases on an experimental error. 

Since it seems to the writer to be of interest to learn whether 
such postulations as above mentioned may be correct or not, some 
observations have been done in the course of analytical studies 
of the tumors. 


1. The relation of the age of tumors to their takes 
with some other observations. 


The suspension of the healthy portion of the Flexner- 
Jobling carcinoma, which showed only a slight softening in its 
centre, was subcutaneously inoculated into 10 rats weighing about 
50-60 grams. Three of them were susceptible to tumor. ‘The 
tumors were enoculated then on the 18th and 23rd day respectively 
after inoculation, and again implanted at once into each group 
of 15 rats weighing about 50 grams. According to the result of 
this experiment, the takes were found in 14 rats in the case of 
the former, while in the latter only four cases of the takes occurred. 
Rep2ating the same experiments several times, the identical result 
was always obtained, that is, the rate of takes of tumors in the 
rats is greater in the case of inoculation of the younger tumor 
than in the case of older, and that the takes are somewhat better 
for the denser tumor than for the so‘ter, when the age of implanted 
tumor is the same. In other words the takes were nearly 80- 
1009 in the case of the tumors within 20 days of age, while in 
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the case over 22 days of age they remained only within 1030%- 
As to the relation of sex to the takes, no difference was ohserved._ 
As to the growth the following points were noticed, The volume 
of the tumors increased at first along the direction of the Inre- 
tion of the syringa, then gradually expanded fo the Inguiml 
partion. And im the case of the lage ris weighing about I50- 
180 grams, the growth of tumors did not always begin af the 
inoculated locality, bet often appeared im the inguimal portion. 
‘The growing process continued usually imeessanily, bat if was 
sometimes ijnterrapied for 1-2 days. 

Season seems to have some bearing oa the takes and growth, 
both being better in winter than in summe~ : 


2 The relation of Ge age and nutrition of rats & tie 

iales and growth of the transplanted damors. 

‘Two groups of rats under normal and subnormal feeding, each 
consisting af 15 young mis (25 months old) and 15 older nis 
(7-10 months ald), were inuculaied with famor s=spension. ~FFrom 
the resulis of these experiments the takes of the tumors im the 
ease of normal feeding were found to be 100% reganiless the 
ages of the animals. The growth of the tama seamed however 
to be somewhai better in the oid than mm the yomg wimak. 
The iakes in hungry mais were the sme in the old mis s In 
the case of normal feeding mais, while nm young hunger nis inkes | 
were evidently lower, the takes being oly 3 cai of 15 im the 
first experiment, and 10 oat of 15 im the second. The growth 
of tumors in hungry mais was somewhat refarded in many cases, 
though the growth of iamoss in mmgry old mis coald overcome 
that of normal feeding young mais, about 18-290 days after the 
inoculation. Im short, the reduction of the takes and the reiar- 
dation of the growth were distinctly vishle im the hungry young 


— 


Tais, 
——T 
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3. Influence of flsh-powder feeding, cholesteral-, 
lanclin-e ond lecithin-injection on the 
growth of the tumors. 


40 rats were inoculated with tumor. Seven of them were 
fed on flesh powder, which replaced unpolished rice of normal 
ration, while all other rate were fed on normal dicts and injected 
with one of the following solutions into subcutaneous tissuc of 
the opposite side of tumor. 

a. 1% lecithin suspension: 1 gm, of lecithin (Merck) was 
emulsified in 100 ec. of 0.89 NaCl solution. 

b. Cholesterd-suapensin: The etherial solution of pure 
cholesterol was poured diop by drop into the 0.8% NaCl-solution 
under constant stirring. The solution was then heated under 
stirring in the water-bath until the smell of ether disappeared 
and 19% cholesterol suspension was thus prepared. 

¢. Londin-soutio: A certain amount of lanolin was mixed 
with 4 suitable amount of gummi arabicum and the mixture was 
melted on the water-bath. The NaCl-solution was then added 
under stirring and about 196 lanclin suspension was obtained. 

1 ce. of each of these solutions was injected into the animal 
once every day. The results of duplicate experiments, arranged 
in the orde: of effectiveness to argument the growth, are as 
follows :— 

I Experiment: lanolin > flesh > cholesterol > control > lecithin 
IL Experiment: flesh>lanolin> lecithin, control > cholesterol 


4. Summary and discussion. 


1. ¥rom all the above results, the takes of the transplanted 
tumors in the rats seem to depend simultaneously on the vigour 
of the tumor, the nutrition and the age of rate. ‘The rate of 
takes is the same notwithstanding malnutrition in the large rats 
weighing about 120-200 grams, while in the young rats about 
50-60 grams of weight the rate of takes depends distinctly on 
the nutrition. z 
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2. As to the growth of tumors, it is generally better in the 
old rats than in the young, and also better in the normal feeding 
than in the hungry. This result agrees with that obtained by 
Sweet im the point, that the growth of tumors can be influenced 
by diets. In regard to the susceptibility, however, his findings 
were not verified by us and we foand on the contrary that it 
may be unaffected by hunger at least in the large rats in our case. 
Rous (1913) reported that the growth of Flexner-Jobling rat 
carcinoma, when oace grown, is unaffected by the most rigorous 
underfeeding. But in oar case, the growth of the tumor in the 
young rats was retarded by underfeeding, at least for the initial 
18-20 days. 

3. The growth of tumors was favoured by the flesh feeding 
and lanolin injection, but as to the influence of cholesterol and 
lecithin on the tumor growth, such a result as Robertson and 
Burnett's could not be obtained. Since the individual differences 
are recognizable in some degree on the takes and growth of the 
transplanted tumor, even when the same tumor is inoculated 
into the rats of the same generation, great precaution should be 
taken to establish any theory on this matter. 


IV. DztsTriutTion oF Some Farry SuBSTANCES 
IN THE Rat CANCERS. 


Hitherto the analysis of tumor tissue has not been done 
much. This is especially the case with fatty substances of tumor. 

Bennett (1914) reports that the cholesterol content of cancer 
does not markedly vary by its injection, while it increases with 
the age of the tumors and that its peripheral or actively growing 
portion contains less cholesterol than its central one. Bullock 
and Cramer (1914) found that the cholesterol is much more 
abundant in slowly growing carcinoma than in rapidly growing 
ones, and that with the phosphatide this relation is reverse. 

In the following experiments, the change of the distribution 
of fatty substances in the tumor at various stage of its growth 
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and its relation to the age and nutrition of the host were con- 
sidered. 


1. The young tumors in young and old rats under 
the normal and subnormal feeding. 


Two groups of rats weighing about 50-60 grams and 120- 
170 grams were inoculated with the same tumor suspension and 
one half of eich group was fed on normal diets and the other 
half on subnormal diets. 

Lecithin, cholesterol and fatty acid of the tumor were deter- 
mined on the 16-17th day after inoculation by the already 
mentioned methods and the following result was obtained. 

The table shows that in the value of lecithin, cholesterol 
and fatty acid there are no large differences due to age and 
feeding observable. The percentage of the solid substances 
reaches to about 20-21% of wet cancer tissue; that of H,PO, 
derived from lecithin, to 0.179§ (in wet) or 0.8% (in dried); that 
of cholesterol, to 0.26% (in wet) or 1.2% (in dried); that of 
fatty acid, to 5-6% (in wet) or 25% (in dried), though its value 
lecithin 


varies individually in some large degree ; and the ratio —————~ 
cholesterol 


is about 5. 


2. The middle-aged tumors in the young and old rats 
under normal and subnorma! feeding. 


The fatty substances of the tumors were determined on 19- 
22nd day after inoculation by the same methods as the above, 
and the resumé is given in the following table. 

Also we can not recognize here any remarkable differences in 
the distribution of the fatty substances depending on the age of rats 
and feedings. On comparing with table I, the percentage of the 
solid substances is 1-2% lower in this case; that of H,;PO, only 


slightly lower; that of cholesterol a little higher; that of fatty 


acid remarkably lower, and the ratio pee is somewhat 


cholesterol 
lower. 
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3. The old tumors in the normal feeding rats. 


Since the distribution of fatty substances in the tumors was 
not influenced by normal and subuormal diets, as is in the above 
experiments shown, the detremination was carried out here with 
the normal feeding rats. In the centre of the tumors taken out 
later than 25 days after inoculation the softening had already 
occurred in more or less degree; that is, some of them inclined 
to soften only, while some others were bloody fluid and _ still 
some others were caseous. 

Each of these tumors was ground throughly and an aliquot 
mass of it was used for analysis and the following result was 
obtained. 

Also in this result there is no remarkable variation in regard 
to the distribution of each of the fatty substances, but on com- 
paring with that of the previous experiments, the following points 
are noticed. The percentage of H;PO, almost does not vary in 


both cases, though slightly lower in this, while that of cholesterol 
lecithin 


cholesterol 
In the next experiment, the writer determined separately the 


fatty substances in the centre and crust of two tumors on 52nd 
day after inoculation and the following result was obtained. 
Feeding was normal. 


increases about 2 times, so that the ratio is very low. 


As can be seen from this result, the lecithin value is re- 
markably lower in the centre than in the periphery, but the 
average value is nearly the same as in the case of the tumors 
as a whole. The cholesterol value is evidently higher in the 
centre than in the periphery, and this agrees not only with that 
of all the above experiments, but also entirely with that of 
Bennett (1914). 


4. The tumors in the cases of the flesh powder feeding or of 
injection with cholesterol, lanolin or lecithin. 


The tumors in the rats injected with cholesterol, lanolin or 
lecithin and those in the rats fed on flesh powder were analysed 
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for their fatty substances on the 19-Zlst day after inoculation 
and the result was as shown in table V. 


Prom this table no special variation in the value of fatty 
substances can be seen in any case. The following points are 
also ucticesble 2s 2 whole. 

“Ty +The lecithin and fatty acid value in this case is equal 
to that of the tumors 16-17 days old under normal feeding. 

2) The cholesterol value is equal to that of the tumors 25 
lecithin. 

730 ——__ z 2 
3). The - lies between those of the tumors 


16-17 and 2% days old. 


— 


| 8. Whe fre ddeserd of te tums, 

To sce to what extest the cholesterol in the tumors exists 
in free siate, the writer determined the amount of free cholesterol 
by the digitonin method, which has already been described in 
ddai. The resalé was as follows. 


Wi this toot iis dear that the most pact of cholestezol 
is free im the tumors. 
- ‘he writer seems to be able to daw the following conclu- 


sions from the above experiments. 
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1). The percentage of lecithin as a whole does not vary 
during the process of the growth of tumors. 

2). That of cholesterol, as already known, increases with 
the age of the tumors and the most part of it is free. 

3). Fatty acid decreases gradually with the age of the 
tumors and reaches a constant value. (2.399 in wet or 13.59 


in dried.) 


V. DISTRIBUTION OF THE FATTY SUBSTANCES IN THE 
Bioop or Rats. 


1. The blood of the normally and subnormally fed rats. 


The blood of the rats fed on normal and subnormal diets 
was analysed for its fatty substances by the method already 
described and the following result was obtained. 

As will be seen from the table the average value of H;PO, 
derived from lecithin is about 0.19% of the solid substance at 
normal feeding, but it was reduced almost half at malnutrition. 

The cholesterol value is about 0.2% of the solid in both 

lecithin 


cases, the ratio— 
cholesterol 


the hungry, but the fatty acid value is somewhat larger in the 


is greater in normal nutrition than in 


hungry than in the normal. 


2. The blood of the carcinoma rats. 


In the blood of the carcionma rats fed on normal diets and 
injected with lecithin, cholesterol and lanolin until 3 days before 
analysis and in the blood of those fed on flesh powder, the fatty 
substances were determined and the result was as follows :— 

From this the lecithin value of the blood in the carcinoma 
rat is generally grater than that of the normal rat blood; the 
cholesterol value is much greater in the blood of the rat injected 
with lanolin or cholesterol, while it is lowest in that of the 
lecithin injected rats. This variation of the cholesterol value in 
the blood of the rats injected with cholesterol, lanolin and 
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lecithin is especially interesting, when we recall their influence 
on the growth of the tumors. 


SUMMARY. 


1. The relation of feeding and the age of tumors and rats on 
the takes and the growth of the transplanted tumors in the rats 
were studied, leading to the conclusion that the takes of tumors 
in old rats (7-10 months old) were unaffected by hunger, and 
that the growth of the tumors generally were somewhat retarded 
for a short period by underfeeding. 

2. The analytical results of the distribution of the fatty 
substances of the tumors in 3 periods 16-17, 20-22, 25 and more 
days after inocultation were reported. And the lecithin value 


was nearly constant throughout 3 periods, while the cholesterol 
lecithin 


increased with the age of the tumor, so that the ratio ————— 
cholesterol 


decreased with age. 

3. The cholesterol in the tumor exists mostly in uncombined 
state. 

4. The fatty substances of the tumors did nob show any 
appreciable variations when the rat had been injected with 
cholesterol, lanolin or lecithin or fed on flesh powder. 

5. The fatty substances of the blood in the normal and 
carcinoma rats were determined and the cholesterol content of 
the blood was evidently higher in the rats injected with chole- 
sterol and lanolin, but lower in the rats injected with. lecithin. 


The writer wishes to thank Professor S. Kakiuchi for 
advice throughout the course of the investigation. 
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